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RESUMEN 
Desarrollo y evaluación de un candidato vacunal para IBD producido en plantas: 
una alternativa a las vacunas tradicionales 
El Virus de la enfermedad infecciosa de la bursa (IBDV) es el agente etiológico 
responsable de una enfermedad aguda contagiosa e inmunosupresora que afecta pollos 
jóvenes y causa importantes pérdidas económicas. La vacunación con virus inactivados o 
vivo-atenuados constituye el principal método de prevención y control de IBDV. Sin 
embargo, estas vacunas presentan desventajas debido a su naturaleza viral. En 
consecuencia, existe la necesidad de reemplazar dichas vacunas por nuevas herramientas 
sanitarias que tengan alta eficiencia con menores efectos colaterales. VP2, la proteína de 
cápside del virus, es el principal inductor de inmunidad protectora por lo que es el 
candidato apropiado para el desarrollo de vacunas a subunidad. 
En el presente trabajo se desarrolló una vacuna recombinante para IBDV basada 
en la expresión transitoria de VP2 en Nicotiana benthamiana. Se caracterizó el antígeno 
y se evaluó la inmunogenicidad y capacidad protectora del mismo tras la inoculación por 
distintas vías tanto en pollos libres de patógenos específicos como en aves de producción. 
Los resultados demostraron que el inmunógeno recombinante fue efectivo en 
generar una respuesta inmune protectora por vía parenteral pero no por vía de mucosas 
a menos que la inoculación oral haya seguido a una primera inoculación intramuscular. A 
su vez, el inmunógeno logró incrementar los niveles de anticuerpos específicos en gallinas 
reproductoras que fueron transmitidos a la progenie. 
Estos resultados evidencian un potencial uso del inmunógeno producido en 
planta como una alternativa a las vacunas convencionales para la enfermedad infecciosa 
de la bursa. 
PALABRAS CLAVES: Enfermedad de Gumboro, IBDV, VP2, vacuna recombinante, sistema 
de expresión en planta, respuesta inmune aviar. 
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ABSTRACT 
Development and evaluation of a vaccine candidate for IBD produced in plants: an 
alternative to traditional vaccines  
Infectious bursal disease virus (IBDV) is the etiological agent of an 
immunosuppressive and highly contagious disease that affects young birds causing 
important economic losses in the poultry industry. Currently, vaccination with inactivated 
and live-attenuated vaccines induces immunity in the flock against virulent viruses. 
However, conventional vaccines have a number of disadvantages because of their viral 
nature. Thus, there is a need to replace them by new ones with higher efficacy and fewer 
side-effects. The capsid protein VP2, which contains the major neutralizing epitopes, has 
been used for the development of subunit vaccines. 
In the present work a recombinant vaccine for IBDV based on the transient 
expression of VP2 in Nicotiana benthamiana was developed. The antigen was 
characterized and its immunogenicity and protective capacity after inoculation through 
different routes was evaluated in specific pathogen free chickens and in breeder hens. 
The results obtained showed that the recombinant immunogen was effective in 
generating an immune protective response through the parenteral but not mucosal 
routes unless oral inoculation followed an intramuscular prime. Moreover, the 
immunogen increased specific antibody levels in breeder hens which were transmitted 
to the offspring. 
These results evidence a potential use of the plant-based vaccine as an alternative 
to conventional vaccines against the infectious bursal disease. 
KEY WORDS:  Gumboro disease, IBDV, VP2, recombinant vaccine, plant expression 
system, avian immune response. 
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1. INTRODUCCIÓN 
La sanidad y la bioseguridad constituyen, junto con el desarrollo de la genética, los 
pilares sobre los cuales se basa el incremento de la capacidad competitiva del sector avícola. 
Las grandes pérdidas en la productividad debidas a enfermedades infecciosas en aves es un 
problema sumamente importante y, por lo tanto, para propiciar un continuo y robusto 
desarrollo de la industria avícola, se requiere un control efectivo en el aspecto sanitario. Uno 
de los patógenos que afecta la producción avícola es el Virus de la enfermedad infecciosa 
de la bursa (Infectious Bursal Disease Virus, IBDV). El IBDV es el agente causante de una 
enfermedad aguda y altamente contagiosa, enfermedad de Gumboro, que afecta 
especialmente a animales jóvenes, provocando generalmente inmunosupresión y la 
consecuente vulnerabilidad a otros agentes infecciosos. En este contexto, el desarrollo local 
de vacunas alternativas más eficaces y seguras es sumamente importante.  
 
1.1 LA INDUSTRIA AVICOLA 
 Durante la última década el sector avícola manifestó una importante evolución en 
todos sus indicadores productivos a nivel mundial. La carne de pollo presentó el mayor 
aumento de demanda en el mercado global de carnes, estimándose un incremento del 37 
% en su producción, y hoy en día es una de las carnes más consumidas junto con la porcina. 
Se espera que el consumo de carne aviar siga creciendo en los próximos 10 años, 
especialmente en los países en vías de desarrollo, debido a que la carne aviar representa 
menores costos para los productores y, por ende, para los consumidores, con respecto a 
otras carnes (Figura 1).  
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Figura 1: Consumo mundial per cápita de los distintos tipos de carne. La carne aviar representa uno de los tipos 
de carnes más consumidos en la actualidad, especialmente en países americanos, y se proyecta un incremento 
en su consumo hacia el 2025.  (http://www.poultrytrends.com/2016). 
 
 En la Argentina la avicultura es una actividad de primer nivel dentro del concierto 
agropecuario y juega un rol importante en el producto bruto pecuario del país. En los últimos 
10 años este sector ha crecido geométricamente tanto en producción como en consumo 
interno y externo (Tabla 1), con exportaciones a más de 30 países 
(http://www.agroindustria.gob.ar/sitio/areas/aves/estadistica/). La Argentina hoy ocupa el 
8º lugar mundial como productor y 6º como exportador (http://www.senasa.gob.ar/cadena-
animal/aves). 
   
2006 2016 
carne aviar 
producción 1.159 mil tn 1.936 mil tn 
exportación 144 mil tn 195 mil tn 
consumo interno 27,8 kg/cap/año 42,5 kg/cap/año 
huevo en cáscara 
producción 7.450 millones de huevos 11.770 millones de huevos 
consumo interno 183 huevo/persona/año 265 huevo/persona/año 
huevo 
industrializado 
producción 738 mil tn  1.092 mil tn 
exportación 2129 tn 2170 tn 
Tabla 1: Comparación de indicadores productivos del sector avícola argentino en 2006 vs 2016. Se observa un 
importante incremento en la producción, exportación y consumo interno de carne aviar y huevos durante la 
última década.  
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 El incremento en la productividad del sector avícola ha sido fundamentalmente 
dirigido por la intensificación de los sistemas productivos, es decir, la producción de la mayor 
cantidad de kilogramos de producto en la menor superficie posible. La alta concentración 
de animales bajo un mismo techo genera un escenario altamente favorable para la 
diseminación de enfermedades infecciosas que ocasionan importantes pérdidas en la 
productividad con consecuencias económicas. Entre las enfermedades que afectan a las 
aves de corral en nuestro país podemos nombrar a aquellas causadas por bacterias como la 
clamidiosis, micoplasmosis y salmonelosis, y aquellas causadas por virus como la 
laringotraqueitis, bronquitis infecciosa y Gumboro o enfermedad infecciosa de la bursa 
(http://www.oie.int).    
Los principios básicos para la prevención y el control de las enfermedades infecciosas 
se basan en medidas de higiene y bioseguridad y en programas adecuados de vacunación 
que garanticen la sanidad animal. Estos componen, junto con el mejoramiento genético, los 
fundamentos para un continuo y robusto progreso de la industria avícola. 
 
1.2 SISTEMA INMUNE AVIAR 
 El hecho de que un ave desarrolle o no una enfermedad dependerá de su condición 
fisiológica, su nivel de inmunidad, la cantidad de patógenos invasores y la virulencia de los 
mismos. Si bien el sistema inmune de las aves comparte algunas similitudes con los de otras 
especies, existen a su vez, muchas diferencias respecto a los genes, moléculas, células y 
órganos que lo componen (Kaiser 2010). Por lo tanto, es importante destacar algunas de las 
características particulares del sistema inmune aviar para poder comprender los 
mecanismos involucrados en la defensa contra agentes infecciosos.  
 
1.2.1 ANATOMÍA DEL SISTEMA INMUNE  
La estructura y distribución del tejido linfoide en aves es distinta a la de los 
mamíferos. Todas las especies aviares presentan dos órganos primarios donde tiene lugar la 
maduración linfocitaria independiente de antígenos: el timo, que al igual que en mamíferos, 
es el sitio principal de diferenciación y maduración de linfocitos T y, por lo tanto, es necesario 
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para el desarrollo de la respuesta inmune celular; y la bursa de Fabricio (BF), un órgano 
exclusivo de las aves, localizado dorsalmente a la cloaca, donde se desarrollan y diferencian 
los linfocitos B productores de anticuerpos (Figura 1). Una vez maduras, las células B y T 
inmunocompetentes migran a los órganos linfoides secundarios (OLS) que proporcionan el 
entorno adecuado para que éstas interaccionen entre sí, con los antígenos foráneos y con 
las células presentadoras de antígeno, para generar una respuesta inmune apropiada y 
diseminarla al resto del cuerpo. Los OLS son el bazo, los centros germinales en tejido 
conectivo y los tejidos linfoides asociados a mucosas, dentro de los cuales encontramos el 
asociado a la cabeza (glándula de Harder y conjuntiva ocular), la nariz, los bronquios, los 
genitales, la piel y, el más extenso, el asociado al sistema digestivo (tonsilas cecales, placas 
de Peyer y divertículo de Meckel) (Oláh et al. 2014) (Figura 2) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2: Anatomía del sistema inmune aviar. La bursa de Fabricio y el timo son los órganos linfoides primarios 
donde maduran los linfocitos B y T respectivamente. El bazo y los órganos y tejidos linfoides asociados a 
mucosas como la glándula de Harder, tonsilas cecales, divertículo de Meckel y placas de Peyer, entre otros, 
forman parte de los órganos linfoides secundarios. Adaptado de http://www.dummies.com/home-
garden/hobby-farming/raising-chickens/the-organs-of-a-chickens-immune-system/ 
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1.2.2 INMUNIDAD INNATA Y ADAPTATIVA 
 Al igual que los mamíferos, el sistema inmune de las aves comprende dos tipos de 
inmunidad: innata y adaptativa. La inmunidad innata es la primera línea de defensa para 
impedir y combatir infecciones. Ésta comprende barreras físicas y químicas como el plumaje, 
la piel, el epitelio de los sistemas respiratorio y digestivo, y las secreciones gástricas, así como 
proteínas de la sangre y células fagocitarias. Si bien durante muchos años se la consideró 
como una barrera inespecífica, hoy se sabe que la inmunidad innata presenta cierta 
especificidad, no contra patógenos individuales, sino contra clases de patógenos. Además, 
es la responsable de modular el rumbo en el que se desarrollará la respuesta inmune 
adaptativa (Juul-Madsen et al. 2014).  
 La inmunidad adaptativa se inicia cuando la inmunidad innata no logra contener al 
agente infeccioso y se basa en el reconocimiento de características moleculares específicas 
del patógeno, dando como resultado una serie de respuestas que en general logran 
eliminarlo y establecen la protección contra desafíos subsiguientes. Esta memoria 
inmunológica es producto de la exposición directa a los patógenos (o a moléculas derivadas 
de los mismos), ya sea por infección natural o por vacunación. 
 Tal como sucede en otros animales, la inmunidad adaptativa de las aves puede 
subdividirse en inmunidad humoral e inmunidad mediada por células (Kaiser 2010). Los 
anticuerpos o inmunoglobulinas son la unidad funcional de la inmunidad humoral y son 
producidos por los linfocitos B. En aves se describieron tres isotipos de anticuerpos: IgM, IgY 
(análogo a la IgG de mamíferos) e IgA. Las IgM aparecen predominantemente luego de la 
primera exposición al antígeno, tienen su máximo de expresión entre los 4 y 8 días y luego 
empiezan a declinar rápidamente. En una segunda instancia comienza la producción de las 
inmunoglobulinas predominantes en suero, las IgY, consideradas los anticuerpos 
protectores más importantes (Figura 3). Las IgA se encuentran principalmente en el sistema 
de mucosas de los ojos, intestino y tracto respiratorio proporcionando protección local en 
estos tejidos (Tizard 2002) 
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Figura 3: Nivel de inmunoglobulinas en sangre luego de la exposición a un antígeno (Ag). Cuando el antígeno 
penetra por primera vez en el organismo, genera una respuesta inmune primaria caracterizada principalmente 
por anticuerpos IgM que son los primeros en aparecer y declinan rápidamente. En una segunda instancia 
comienza la producción de las inmunoglobulinas IgY. Si el antígeno vuelve a penetrar una segunda vez, se 
produce la respuesta inmune secundaria, más rápida, intensa y prolongada donde predomina la respuesta IgY 
de alta afinidad. Las IgA se encuentran principalmente en el sistema de mucosas pero pueden detectarse en 
sangre días después de la exposición al antígeno. 
 
 Por otro lado, los linfocitos T son los responsables de la respuesta celular, ya sea la 
citotóxica que juega un papel importante en la eliminación de patógenos intracelulares 
como los virus (T CD8+), o de ayuda (T CD4+). Dentro de estos últimos, el paradigma Th1/Th2 
se mantiene al igual que en mamíferos (Degen et al. 2005, Pendl y Tizard 2016). Según el 
tipo de antígeno con que son estimuladas, estas células activarán la expresión de una serie 
de citoquinas que direccionarán la respuesta inmune en el sentido más apropiado para 
combatir al patógeno al que se enfrenten (Figura 4). Si bien en los últimos años se ha 
identificado la existencia de linfocitos de ayuda Th17 en aves, esta respuesta está aún poco 
caracterizada (Welch 2015).  
 Dado que el sistema inmune de los pollos recién nacidos no está completamente 
maduro, la forma de protección frente a patógenos durante los primeros días de vida se 
basa principalmente en los anticuerpos específicos que fueron transmitidos por vía materna 
(Härtle et al. 2014). Sin embargo, esta inmunidad pasiva es efectiva durante un breve 
periodo hasta que decaen los anticuerpos maternos. Resulta entonces necesario un 
programa efectivo de vacunación para generar memoria inmunológica que proteja a las aves 
frente a posibles infecciones durante todo su ciclo productivo.  
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Figura 4: Inducción de la respuesta inmune frente a patógenos. La infección con un patógeno intracelular 
generará principalmente una respuesta celular citotóxica y de ayuda de tipo Th1. Por el contrario, los 
patógenos extracelulares generan escencialmente una respuesta celular de tipo Th2 y una respuesta humoral 
caracterizada por la producción de anticuerpos (IgM, IgY o IgA) por parte de linfocitos B. Una reinfección con 
el mismo patógeno producirá una activación de las células de memoria llevando a una respuesta inmune más 
rápida (flechas punteadas). CPA: células presentadoras de antígeno. Tc: linfocito T citotóxico. Th: linfocito T 
helper. Adaptado de Van de Sandt et al. 2012 
 
1.3 LA ENFERMEDAD INFECCIOSA DE LA BURSA  
 Como se mencionó anteriormente, entre las enfermedades infecciosas que afectan 
a la producción avícola se encuentra la enfermedad infecciosa de la bursa (IBD, por sus siglas 
en inglés), también conocida como enfermedad de Gumboro. Esta es una enfermedad de 
distribución mundial (Figura 5) altamente contagiosa e inmunosupresora que afecta pollos 
jóvenes, principalmente de entre 3 y 6 semanas de edad, aunque los animales fuera de ese 
rango etario también pueden enfermarse (Müller et al. 2003, Mahgoub 2012). Esta afección 
causa importantes pérdidas económicas ya sea de forma directa a través de síntomas 
clínicos y mortalidad, o indirectamente, debido a la susceptibilidad incrementada a otras 
enfermedades y la interferencia negativa con la vacunación efectiva como consecuencia de 
la inmunosupresión (Rosenberger y Gelb 1978, Goryo et al. 1984).  
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 El agente etiológico de IBD es el virus de la enfermedad infecciosa de la bursa (IBDV) 
perteneciente a la familia Birnaviridae, género Avibirnavirus. Se han descripto dos serotipos 
de IBDV, I y II, que son capaces de infectar pollos; sin embargo, sólo el primero es patogénico 
en esta especie (Jackwood et al. 1985, Ismail et al. 1988). Dentro de los virus de serotipo I, 
las cepas se clasifican tradicionalmente según su patotipo en clásicas (cIBDV), variantes 
(vaIBDV) y muy virulentas (vvIBDV) (Mahgoub 2012). La virulencia de la cepa viral, junto con 
la edad y raza de las aves, y los niveles de anticuerpos maternales constituyen los principales 
factores que van a determinar el desenlace de la infección por IBDV.  
En el campo se distinguen principalmente 3 formas de la enfermedad: clásica, 
inmunosupresiva y aguda. La forma clásica está asociada a la presencia de cIBDV y 
usualmente aparece después de la caída de los títulos de anticuerpos maternales en las 
parvadas vacunadas. Suele ser subclínica y tener una baja mortalidad específica (0-5 %). Los 
signos clínicos, cuando son visibles, incluyen picadura de cloaca, temblores, plumas erizadas, 
diarrea acuosa, anorexia, depresión, postración y muerte. Dado que en la mayoría de los 
casos no hay signos de la infección por IBDV, el diagnóstico suele obtenerse durante la 
necropsia (Van den Berg et al. 2000, Eterradossi y Saif 2008, Chanie y Kegne 2014). La forma 
inmunosupresiva está relacionada a la emergencia de cepas vaIBDV que son capaces de 
evadir los anticuerpos neutralizantes de aves vacunadas ya que son serológicamente 
diferentes a las cepas vacunales utilizadas (Jackwood y Saif 1987, Snyder et al. 1992). Si bien 
esta forma de la enfermedad es asintomática en la mayoría de los casos, la 
inmunocompetencia de los animales se ve severamente comprometida (Van Den Berg et al. 
2000, Chanie y Kegne 2014). Es por ello que las infecciones con estas cepas suelen causar 
considerables pérdidas económicas debido a la disminución en la efectividad de los 
programas de vacunación y a la susceptibilidad incrementada a patógenos oportunistas 
(Winterfield et al. 1978, Zachar et al. 2016). Finalmente, la forma aguda es causada por 
cepas vvIBDV que son capaces de infectar en presencia de anticuerpos maternales y causan 
una mortalidad mayor a la esperada (Van den Berg 2000). Los signos clínicos suelen ser los 
mismos que los causados por la forma clásica, aunque sus manifestaciones son más severas 
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y más generalizadas en la parvada afectada. Las tasas de mortalidad varían entre el 50 y el 
100 % (Van den Berg 2000, Eterradossi y Saif 2008).  
 
 
Figura 5: Distribución mundial de la enfermedad de Gumboro para el período julio-diciembre del año 2016. 
(Fuente: http://www.oie.int/wahis_2/public/wahid.php/Diseaseinformation/statuslist). 
 
 
 
1.3.1 MECANISMO DE INFECCIÓN DE IBDV E INMUNOSUPRESIÓN 
 La transmisión horizontal de IBDV ocurre a través de la ingesta de agua y comida 
contaminada con heces infectivas (Smith et al. 2015). IBDV inicia la replicación en linfocitos 
y macrófagos del tejido linfoide asociado a intestino. Esta etapa de la replicación viral marca 
la viremia primaria. Desde allí el virus es transportado por las células fagocíticas a otros 
tejidos, alcanzando el hígado a las 5 horas post infección y luego accede la bursa de Fabricio 
donde ocurre la replicación viral más pronunciada (Sharma et al. 2000). El virus se disemina 
rápidamente a través de los folículos bursales, las unidades funcionales de la bursa, 
que  alojan células epiteliales, linfocitos, macrófagos, y células de plasma (Figura 6). A las 13 
horas post infección, IBDV puede ser detectado en la mayoría de los folículos y su replicación 
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ocasiona una extensa destrucción de las células linfoides de las regiones medulares y 
corticales de los mismos (Sharma et al. 2000, Müller et al. 2010).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6: Estructura de la bursa de Fabricio. A. Representación esquemática de la organización histológica de 
los folículos bursales mostrando las células que forman el arco corticomedular (ACM) (sombreadas); el epitelio 
asociado al folículo (EAF); el epitelio interfolicular (EIF); las células reticulares epiteliales (CRE); las células 
dendríticas de la bursa (CDB); lámina basal (LB); linfocitos (L); macrófagos (Mø); médula (M), corteza (C); células 
mesenquimales reticulares (CMR) (Oláh et al. 2014). B. Vista externa e interna de la Bursa de Fabricio. C. Corte 
histológico de una bursa teñido con eosina/hematoxilina donde se observa una folia y algunas de las 
estructuras previamente descriptas.  
 
La llegada del virus a la bursa viene acompañada con una significativa infiltración de 
linfocitos T CD4+ y CD8+ activados en este órgano. Existen evidencias que sugieren que las 
células T pueden modular la inmunopatogénesis al restringir la replicación de IBDV en la 
bursa en una etapa temprana de la enfermedad (Rautenschlein et al. 2002). Si bien a través 
de la liberación de citoquinas y efectos citotóxicos, las células T pueden promover el 
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clearance del virus, al mismo tiempo intensifican la destrucción del tejido bursal y retardan 
la recuperación de los folículos bursales (Sharma et al. 2000).   
 El blanco principal del virus son las células B en división que portan inmunoglobulina 
M (IgM) en su membrana y que se encuentran presentes principalmente en la bursa de 
Fabricio, aunque también hay evidencia de replicación viral y destrucción celular en OLS 
como las tonsilas cecales y el bazo. Esto trae como consecuencia una supresión prolongada 
de la respuesta de anticuerpos primaria (Rodenberg et al. 1994, Sharma et al. 2000). Por 
otro lado, aunque las células T no son susceptibles a la infección por IBDV, se ha observado 
que la respuesta inmune celular también se ve comprometida ya que los linfocitos T de 
pollos infectados tienen una capacidad disminuida de secretar IL-2 y proliferar in vitro frente 
a la estimulación con mitógenos. A su vez, hay evidencia de que IBDV puede alterar funciones 
de los macrófagos, entre ellas su capacidad fagocítica, lo cual puede afectar la respuesta 
inmune. Todos estos factores contribuyen a la inmunosupresión observada en los animales 
(Sharma et al. 2000). 
 En aquellos animales que sobreviven a la fase aguda de la enfermedad, la replicación 
del virus disminuye, los folículos bursales se repueblan con linfocitos B IgM+, y la respuesta 
primaria de anticuerpos es gradualmente restaurada a niveles normales.  
 
1.3.2 AGENTE ETIOLÓGICO 
 El IBDV es un virus no envuelto de simetría icosaédrica cuyo genoma consiste de dos 
segmentos de ARN doble cadena lineales denominados A y B (Dobos et al. 1979, Müller et al. 
1979) (Figura 7A). Mientras que el segmento B, más corto (2,8 kpb), codifica para la ARN 
polimerasa ARN dependiente, (RdRp) de 97 kDa, denominada VP1 (Macreadie y Azad 1993, 
von Einem et al. 2004), el segmento A de 3,2 kpb contiene dos marcos de lectura abiertos 
solapados que codifican para el resto de las proteínas virales (Spies et al. 1989). El primer 
marco de lectura abierto, y el más pequeño, codifica para la proteína viral no estructural 
VP5 (17 kDa), mientras que el segundo codifica para una poliproteína que luego es 
autoclivada en la proteasa VP4 (28 kDa) (Da Costa et al. 2000), y las proteínas estructurales 
pVP2 (512 aa, 54,4 kDa) y VP3 (32 kDa) (Kibenge et al. 1988). Luego, VP4 y la aminopeptidasa 
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sensible a la puromicina (PurSA) presente en células aviares cliva a pVP2 en su C-terminal 
para generar el intermediario pVP2 de 452 aa (Irigoyen et al. 2012) que es posteriormente 
procesado en la VP2 madura durante el ensamblado de la partícula viral (441 aa, 37 kDa) 
(Irigoyen et al. 2009)(Figura 7B). 
 
  
 
Figura 7: Representación de la partícula viral y proteínas de IBDV. A. La proteína VP2 conforma la cápside de 
simetría icosaédrica, mientras que VP3 interactúa al mismo tiempo con la cara interna de la cápside y con el 
genoma viral que consiste en dos segmentos de ARN lineal doble cadena. La proteína VP1 puede encontrarse 
libre dentro de la partícula viral y asociada al genoma por lo cual también se la denomina Vpg (viral proteín 
genome-linked). B. El segmento A contiene dos marcos de lectura abiertos solapados que codifican para la 
proteína VP5 y una poliproteina que luego es autoclivada en VP2, VP4 y VP3. El segmento B codifica para VP1 
(Adaptado de viral zone: https://viralzone.expasy.org/162?outline=all_by_species). 
 
 
 
 
A 
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1.3.2.1 Proteínas de IBDV 
 Como se mencionó anteriormente, la proteína VP1 codifica para la ARN polimerasa 
ARN dependiente responsable de la transcripción y replicación del genoma viral. Esta 
proteína está presente en el virión de dos formas: como un polipéptido libre y como un 
polipéptido asociado al extremo 5' de la hebra positiva de ambos segmentos genómicos 
(Kibenge y Dhama 1997). Por otro lado, se ha reportado que VP1 es uno de los 
determinantes responsables del fenotipo virulento (Boot et al. 2000, Liu y Vakharia 2004, 
Escaffre et al. 2013). 
 VP2 es la única proteína que conforma la cápside de IBDV y es considerada como el 
principal inductor de la inmunidad protectora en el hospedador ya que contiene los epitopes 
antigénicos responsables de inducir la producción de anticuerpos neutralizantes (Fahey 
et al. 1989). Es la proteína responsable de la variación antigénica (Brown et al. 1994), el 
tropismo y la adaptación al cultivo celular y la virulencia (Lim et al. 1999, Mundt 1999, Brandt 
et al. 2001, Mundt et al. 2002). Además, VP2 es un inductor de la apoptosis (Fernández-Arias 
et al. 1997). 
 VP3 tiene capacidad de unir ARN e interactúa consigo misma, con pVP2 y con VP1 
(Tacken et al. 2002, Mertens et al. 2015). Esta proteína multifuncional no sólo actúa como 
andamio durante la morfogénesis de la cápside viral (ver sección 1.3.2.2) (Maraver et al. 
2003) sino que además funciona como activador transcripcional de la RdRp (Ferrero et al. 
2015). También se ha demostrado que tiene actividad de supresor de la maquinaria de 
silenciamiento del ARN en plantas (Valli et al. 2012).  
 La proteína no estructural VP4 es una serin proteasa que además de catalizar la 
hidrólisis de la poliproteína pVP2-VP4-VP3 en las proteínas virales VP2, VP4 y VP3, resulta 
esencial para la replicación de IBDV. A través de la unión con la proteína cierre de leucina 
inducida por glucocorticoides (GILZ) es capaz de suprimir la expresión de interferones de 
tipo I y aumentar la replicación de IBDV (Li et al. 2013).   
 VP5 es una pequeña proteína no estructural altamente básica y rica en cisteínas (Yao 
y Vakharia 2001). Si bien predicciones in silico sugerían que se trataba de una proteína de 
transmembrana de clase II con el extremo N terminal en el citoplasma y el extremo C 
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terminal expuesto al espacio extracelular (Lombardo et al. 2000), nuestro grupo demostró 
que VP5 es una proteína asociada a membrana del lado intracelular (Carballeda et al. 2015). 
Se cree que VP5  juega un rol en el egreso viral no lítico y que, a su vez, posee funciones 
antiapoptóticas al comienzo de la infección y proapoptóticas luego (Lombardo et al. 2000, 
Liu y Vakharia 2006, Méndez et al. 2017). Aunque esta proteína no es esencial para la 
replicación de IBDV en cultivo celular (Mundt et al. 1997), tiene una función en la 
patogénesis y diseminación viral (Liu y Vakharia 2006, Méndez et al. 2017, Qin y Zheng 
2017).  
 
1.3.2.2 Formación de la cápside 
 VP2 y VP3 son las proteínas estructurales mayoritarias constituyendo 
aproximadamente el 63 % y el 39 % de la partícula viral respectivamente (Luque et al. 2009). 
260 trímeros de pVP2/VP2 componen la única capa de la cápside del virión que tiene 
simetría icosaédrica T=13 y un diámetro de aproximadamente 70 nm (Böttcher et al. 1997, 
Castón et al. 2001, Coulibaly et al. 2005). El modelo más aceptado para la morfogénesis de 
la partícula viral propone en primer lugar la formación de un complejo ribonucleoproteico 
constituido por la interacción de la proteína VP3 con el ARNdc viral y con VP1. Luego, a través 
de VP3, el complejo ribonucleoproteico interactúa con pVP2 para ensamblar el virión. 
Durante este proceso se produce la maduración de VP2, dando como resultado la cápside 
icosaédrica formada mayoritariamente por la VP2 madura y una cantidad variable de pVP2 
(Figura 8). Los péptidos resultantes del clivaje de pVP2 permanecen en el interior de la 
partícula contribuyendo a la viabilidad del virus y a la entrada del mismo a la célula (Chevalier 
et al. 2002, Da Costa et al. 2002).   
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Figura 8: Modelo para la morfogénesis de la partícula viral. La interacción de VP3 con el ARNdc y VP1 forma un 
complejo ribonucleoproteico que interactúa con pVP2 para ensamblar el virión y completar la maduración de 
VP2 durante este proceso (Chevalier et al. 2002).   
 
 Se ha observado que la expresión del segmento A en sistemas heterólogos produce 
la formación espontánea de partículas multiméricas con distinta arquitectura. Estas incluyen 
partículas semejantes a virus (VLP) esféricas e icosaédricas, así como estructuras tubulares 
de tipo I o tipo II formadas por pVP2 o VP4 respectivamente (Martinez-Torrecuadrada et al. 
2000, Castón et al. 2001), las cuales también han sido observadas en células infectadas con 
IBDV (Granzow et al. 1997). Cuando pVP2 es expresada sola, se observan formas isométricas 
de 30 nm de diámetro (Chevalier et al. 2002). Por otro lado, la expresión de VP2 madura o 
su intermediario de 452 aa lleva a la formación de partículas subvirales (SVP) icosaédricas 
T=1 de 23 nm de diámetro formadas por 20 trímeros de VP2 (Coulibaly et al. 2005, Garriga 
et al. 2006) (Figura 9).   
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Figura 9: Microscopía electrónica de SVP de IBDV. La expresión de VP2 madura en Pichia pastoris genera 
partículas subvirales que pueden ser purificadas y observadas al microscopio electrónico. La barra representa 
50 nm (Taghavian et al. 2013).  
 
1.3.3 PREVENCIÓN 
 El control de la enfermedad de Gumboro en las granjas de producción avícola se 
efectúa a través de dos mecanismos muy importantes, la bioseguridad y la vacunación. La 
estrategia de vacunación más tradicional para hacer frente a esta enfermedad se basa en la 
hiperinmunización de las gallinas reproductoras, para lograr que los anticuerpos 
neutralizantes pasen al huevo y protejan a la descendencia durante las primeras semanas 
de vida; y la posterior vacunación de la progenie, una vez que los niveles de anticuerpos 
maternos decayeron (Van Den Berg et al. 2000, Chanie y Kegne 2014). 
 
1.3.3.1 Vacunas tradicionales 
Las vacunas usualmente utilizadas en los animales jóvenes son vacunas vivas 
atenuadas basadas en cepas clásicas de IBDV. Estas tienen la ventaja de replicar e imitar la 
infección en el hospedador induciendo una respuesta inmune celular y humoral sin la 
adición de adyuvantes (Müller et al. 2012). Además, pueden administrarse en masa en el 
agua de bebida. Sin embargo, para lograr una inmunización efectiva con estas vacunas es 
necesario tener en cuenta diversos factores como el tiempo óptimo de vacunación, los 
niveles de anticuerpos maternos (AcM) y la virulencia del virus de la vacuna. Mientras que 
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las vacunas basadas en virus de baja virulencia, denominadas tradicionalmente suaves o 
intermedias, son poco eficientes en presencia de niveles bajos de AcM (Kumar et al. 2000, 
Rautenschlein et al. 2005), las basadas en cepas más virulentas, las intermedias plus, pueden 
sobrepasar niveles inclusive altos, pero usualmente generan daño en la bursa de Fabricio y, 
consecuentemente, distintos grados de inmunosupresión (Ezeokoli et al. 1990, Mazariegos 
et al. 1990, Rautenschlein et al. 2007). Por otro lado, las cepas atenuadas pueden revertir a 
virulentas por mutaciones o recombinación de segmentos (Yamaguchi et al. 2000, He et al. 
2009, Jackwood 2012). Además, se ha visto en muchos casos que estas vacunas no son 
capaces de proteger a los pollos contra infecciones con cepas variantes o muy virulentas de 
IBDV (Tsukamoto et al. 1995, Rautenschlein et al. 2005, Alkhalaf 2009).  
 Si bien la vacunación en el agua de bebida parecería ser la forma de administración 
menos laboriosa, la calidad del agua debe monitorearse para que el virus no sea inactivado 
por restos de desinfectantes y cloro. Además, este método no asegura la administración 
homogénea de dosis a los animales ya que depende del consumo de agua individual.  
 La administración parenteral de vacunas, por ejemplo, por vía subcutánea o 
intramuscular, garantiza una aplicación pareja a todos los animales de la dosis vacunal. Sin 
embargo, este tipo de vacunación es impráctica para vacunaciones masivas debido al tiempo 
que implica y a la necesidad de personal especializado para realizarla. Por lo tanto, si bien la 
vía subcutánea es empleada en la administración de vacunas alternativas a las vivas 
atenuadas en pollos de engorde (ver sección 1.3.3.2), la vía intramuscular suele estar 
limitada a la aplicación de vacunas inactivadas a la gallinas reproductoras antes de la puesta 
de huevos, en donde es importante lograr un título alto y uniforme de anticuerpos para 
pasar a la progenie (Maas et al. 2001). 
 Las vacunas inactivadas contra IBDV consisten en virus incapaces de replicar debido 
a que fueron sometidos a calor, radiación o a algún tratamiento químico. Al estar muertos, 
no pueden producir la enfermedad, pero mantienen la habilidad de generar una respuesta 
inmune dado que conservan los epitopes antigénicos. Estas vacunas suelen ser costosas y 
requieren de controles de calidad estrictos para asegurar que el microorganismo haya sido 
inactivado correctamente (Delrue et al. 2012). Además, suelen ser poco inmunogénicas a 
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menos que se las combine con adyuvantes y se las administre en varias dosis o sean 
aplicadas como refuerzo luego de una primovacunación con virus vivo (Müller et al. 2012). 
Es por eso que, como se mencionó antes, son utilizadas para el plantel de gallinas 
reproductoras que recibieron durante las primeras semanas de vida alguna dosis de vacuna 
viva atenuada.   
 
1.3.3.2 Vacunas alternativas   
 En las últimas décadas se ha avanzado en el desarrollo de vacunas de nueva 
generación que generen una respuesta inmune adecuada, sean seguras y cuya aplicación 
sea compatible con la producción a gran escala.  
 Prácticamente todos los desarrollos vacunales han empleado a la proteína de cápside 
VP2, debido a que contiene los determinantes antigénicos más importantes del virus, 
responsables de la inducción de anticuerpos neutralizantes contra el mismo (Yamaguchi 
et al. 1996, Letzel et al. 2007). Entre estos se encuentran las vacunas a ADN, las vacunas 
vivas vectorizadas, los complejos inmunes y las vacunas proteicas a subunidad (ver revisión 
de Müller et al. 2012, Lucero et al. 2012, Rautenschlein y Alkie 2016). Muchos candidatos 
vacunales han sido ensayados en el laboratorio con éxito variable pero muy pocos han sido 
probados a campo. Sin embargo, algunas de estas vacunas de nueva generación han logrado 
llegar al mercado y se detallarán más adelante.  
 Es posible inducir una respuesta inmune contra un antígeno a través de la 
transferencia de ADN desnudo que codifique para el gen de interés en células del 
hospedador. Este método es seguro, fácil y económico y no se ve afectado por la presencia 
de anticuerpos maternales. En general los plásmidos de ADN son efectivos en inducir 
respuestas celulares T citotóxicas, aunque también se ha reportado la inducción de 
respuestas humorales (Chang et al. 2001, Hsieh et al. 2010). Estas vacunas son 
generalmente administradas por vía parenteral, y tienen la desventaja de que se necesitan 
múltiples dosis de alta concentraciones de ADN para lograr una respuesta inmune efectiva. 
En pollos, se ha ensayado la efectividad de la administración de plásmidos que codifican para 
VP2 o la poliproteína como vacuna contra IBDV con resultados diversos. Estas parecen 
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funcionar mejor cuando son administradas como prime in ovo o en pollos jóvenes, seguido 
por algún refuerzo heterólogo (Haygreen et al. 2006, Hsieh et al. 2007). 
 Otra forma de transferencia del gen de interés al organismo que se desea vacunar 
ha sido a través de la inserción del mismo en el genoma de bacterias o virus que funcionan 
como vehículo. Estas vacunas vectorizadas resultan interesantes ya que admiten la 
posibilidad de lidiar con dos enfermedades utilizando la misma herramienta sanitaria. Se han 
ensayado bacterias como Lactococcus lactis, Salmonella typhimurium y E. coli para 
suministrar el gen vp2 o la poliproteína como vacuna oral. Sin embargo, las tasas de éxito 
han sido variables. Una posible limitante para este método de delivery es la secreción y/o 
traslocación de las proteínas virales a través de las paredes bacterianas (Dieye et al. 2003, Li 
et al. 2006, Mahmood et al. 2007). 
 La utilización de vectores virales vivos como vacunas ha sido una de las estrategias 
más exitosas para reemplazar las vacunas vivo-atenuadas en la industria avícola. Se han 
utilizado fowlpoxvirus, canarypoxvirus, adenovirus aviares, el virus de la enfermedad de 
Newcastle, Herpesvirus de pavo (HVT) y el virus de la enfermedad de Marek, entre otros, 
como vectores virales para expresar VP2 de IBDV (ver revisión en Lucero et al. 2012). Desde 
hace algunos años se comercializan dos vacunas vectorizadas, VAXXITEK® HVT+IBD (Merial) 
y Vectormune® HVT IBD (Ceva), que, como sus nombres lo indican, utilizan un virus de 
herpes de pavo recombinante que codifica antígenos de IBDV para estimular 
simultáneamente una respuesta inmune contra la enfermedad de Marek e IBD. Además, 
recientemente, se lanzó al mercado la vacuna R-VAC INMUNER IBD desarrollada en el 
Instituto de Biotecnología del INTA y producida por Laboratorios Inmuner que utiliza un 
poxvirus recombinante que lleva en su genoma el gen vp2. 
 Si bien no puede ser clasificada como una vacuna recombinante, otra herramienta 
sanitaria que ha comenzado a ser utilizada en el campo en los últimos años es el “complejo 
inmune” que se obtiene a partir de la mezcla de una cantidad específica de anticuerpos 
obtenidos de sueros de pollos hiperinmunizados contra Gumboro junto con una vacuna viva 
de IBDV.  
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 Tanto las vacunas virales vectorizadas como los complejos inmunes han demostrado 
ser efectivas en la presencia de AcM suscitando protección contra diferentes patotipos de 
IBDV al ser inoculadas en una sola dosis in ovo o subcutánea a pollos de 1 día de edad 
(Haddad et al. 1997, Kelemen et al. 2000, Perozo et al. 2009, Gelb et al. 2016, Prandini et al. 
2016). Aunque las vacunaciones in ovo y subcutánea permiten una administración más 
homogénea, éstas requieren máquinas para inyectar huevos, que no están presentes en 
todas las granjas, o personal entrenado. Dichos requerimientos, junto con que ambas 
vacunas son más costosas que las vivas atenuadas, constituyen algunas de las razones por 
las cuales las vacunas tradicionales no han sido reemplazadas todavía.  
 Por último, inmunógenos proteicos basados en la producción de VP2 o, en menor 
medida, la poliproteina recombinante, también han sido ensayados como vacunas contra 
IBDV. Dado que son antígenos no replicativos presentan desventajas similares a las vacunas 
inactivadas en cuanto a eficiencia. Sin embargo, al no tener que lidiar con el patógeno 
entero, estas vacunas a subunidad son más seguras y, dependiendo del sistema de expresión 
elegido, tienen la potencialidad de ser más económicas. Actualmente existe en el mercado 
una vacuna bivalente, Gumbin®VP2 (Phibro Animal Health Corporation), que consiste en 
NDV inactivado junto con VP2 recombinante producida en levaduras (Pitcovski et al. 2003). 
La misma está destinada a la vacunación de pollos que fueron inmunizados primeramente 
con vacunas vivas de la enfermedad de Newcastle y de Gumboro.  
 Los sistemas que han sido utilizados para la expresión de VP2 son E. coli, levaduras, 
baculovirus/células de insecto y plantas (ver revisión en Lucero et al. 2012). Todos ellos 
tienen diferentes características que están resumidas en la Tabla 2. Aunque los cultivos 
celulares de células de mamíferos o aviares no son usados para expresar VP2 recombinante, 
sí son utilizados para propagar los virus de las vacunas vivas atenuadas o inactivadas y los 
vectores virales, por lo tanto, son incluidos en la comparación: 
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Sistema de 
expresión 
Bacterias Levaduras Plantas Baculovirus/ 
células de 
insecto 
Cultivos celulares 
(mamíferos/aves) 
Tiempo de 
producción 
Corto Medio Extenso 
(expresión 
estable) 
Corto 
(expresión 
transitoria) 
Extenso Extenso 
Costo de 
producción 
Bajo Medio Bajo Alto Alto 
Capacidad de 
escalado 
Alta Alta Muy alta Media Baja 
Costo de 
manenimiento 
Bajo Bajo Bajo Alto Alto 
Rendimiento Alto Alto Medio/Alto (si 
se utilizan 
vectores 
virales) 
Alto Medio/Alto 
Riesgo/tipo de 
contaminación  
Endotoxinas Bajo Bajo Bajo Virus 
Tabla 2: Comparación de diferentes sistemas de producción para la expresión de proteínas recombinantes. 
 
1.4 LAS PLANTAS COMO SISTEMAS DE EXPRESIÓN 
En los últimos años las plantas han emergido como sistemas de producción de vacunas 
a subunidad alternativos ya que contribuyen con ciertas características deseables en una 
vacuna como seguridad, inmunidad protectora, estabilidad, fácil administración, bajo costo 
y pocos efectos secundarios.  
Los sistemas de expresión de plantas no albergan patógenos animales o toxinas 
microbianas y, por lo tanto, hay un bajo riesgo de transmisión de estos contaminantes junto 
con la vacuna (Hongli et al. 2013). El costo de mantenimiento de las plantas es bajo ya que 
pueden ser crecidas a campo, en un invernadero o incluso en un laboratorio si es necesario, 
de forma económica y pueden ser fácilmente escalables (Chen y Davis 2016). Otra ventaja 
de este sistema es la factibilidad de obviar la cadena de frio ya que la proteína de interés 
puede ser almacenada en tejidos donde las mismas son estables a temperatura ambiente 
(Lau y Sun 2009, Boothe et al. 2010). Además, las plantas tienen la habilidad de expresar no 
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solamente proteínas simples sino complejos multiméricos con un plegamiento y 
ensamblado correcto y patrones similares de glicosilación. Estas características contribuyen 
a la fidelidad de las propiedades antigénicas de la proteína original apoyando su viabilidad 
como candidatos vacunales (Korban 2005). 
  
1.4.1 EXPRESIÓN ESTABLE VS EXPRESIÓN TRANSITORIA  
Existen dos estrategias básicas para la expresión de proteínas en plantas: la expresión 
que implica la modificación genética nuclear o plastídica y la expresión transitoria que 
involucra la utilización de Agrobacterium tumefaciens y vectores virales. 
En la transformación estable, el transgén se integra al genoma de la planta en forma 
azarosa incrementando la estabilidad genética con posibilidad de pasar a la descendencia. 
Sin embargo, los niveles de expresión o incluso las características fenotípicas de la planta 
resultante pueden ser afectados dramáticamente por el contexto cromosómico del sitio en 
el que se inserta el transgén (Kumar y Fladung 2001). Además, es común que se integren 
varias copias del transgén en el genoma y se desencadene silenciamiento transcripcional y 
post-transcripcional que afectan la síntesis de la proteína heteróloga (Fagard y Vaucheret 
2000). Por otro lado, aunque las plantas transgénicas representan una fuente de 
propagación estable y económica, el desarrollo y selección de una línea transgénica puede 
llevar muchos meses y la obtención de altos rendimientos a veces no es posible (Rybicki 
2009). Resulta claro que mejorar los niveles de expresión en las plantas transgénicas 
representa uno de los mayores desafíos a vencer a fin de establecerlas como biorreactores 
capaces de competir con los sistemas tradicionales, como ser las bacterias y las levaduras 
(Laere et al. 2016). Finalmente, el desarrollo de una vacuna producida a partir de plantas 
transgénicas implica la obtención de la aprobación regulatoria, no sólo de SENASA, sino 
también de la Comisión Nacional Asesora de Biotecnología Agropecuaria (CONABIA), al igual 
que cualquier organismo genéticamente modificado (OGM) y con posibilidad de impactar 
negativamente en la opinión pública.  
El uso de plataformas de expresión transitorias basadas en A. tumefaciens y/o virus de 
plantas permite superar algunos de los problemas regulatorios y de percepción pública que 
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tienen los organismos genéticamente modificados (Chen y Lai 2015). Además, estos 
sistemas permiten una rápida producción de altos niveles de proteinas recombinantes 
evitando los tiempos largos necesarios para la generación de plantas transgénicas. 
Finalmente, en los últimos años, estos métodos han sido optimizados mediante el uso 
conjunto de supresores del silenciamiento génico, vectores de última generación y la 
agroinfiltración de amplicones virales utilizando A. tumefaciens (Gleba et al. 2005, Sainsbury 
et al. 2009, Peyret y Lomonossoff 2013, Jin et al. 2015). Debido a su alto rendimiento, la 
expresión transitoria se perfila como una de las metodologías favoritas para su aplicación en 
la industria. 
 
En virtud de las ventajas enumeradas previamente, para el desarrollo de esta tesis se 
eligió la expresión transitoria en Nicotiana benthamiana como plataforma para la obtención 
de un inmunógeno recombinante que pudiese ser utilizado como vacuna para la 
enfermedad de Gumboro. 
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS
Frente a la necesidad de reemplazar las vacunas convencionales por inmunógenos 
de nueva generación que sean más seguros y efectivos surge este trabajo de tesis 
doctoral cuya hipótesis general es que la proteína VP2 producida en plantas conserva sus 
epitopes antigénicos y la facultad de formar partículas subvirales, siendo capaz de 
generar una respuesta inmune protectora frente a la infección con IBDV, constituyendo 
una alternativa viable a las vacunas usadas tradicionalmente. 
El objetivo general del trabajo de tesis es la obtención de una vacuna a subunidad 
para la enfermedad infecciosa de la bursa producida in planta.  
Los objetivos específicos propuestos son: 
1. Obtener el inmunógeno recombinante a partir de la expresión de la proteína VP2
de IBDV en Nicotiana benthamiana y evaluar su inmunogenicidad y capacidad
protectora en pollos SPF tras la inoculación por distintas vías.
2. Determinar si la VP2 producida en plantas es capaz de formar partículas subvirales
(SVP) en este sistema.
3. Evaluar la eficacia del inmunógeno recombinante con respecto a una vacuna
inactivada comercial en gallinas de producción avícola a través del estudio de los
títulos y la cinética de los anticuerpos maternales en la descendencia.
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3. MATERIALES Y MÉTODOS
3.1 MATERIAL BIOLÓGICO 
3.1.1 VIRUS 
El aislamiento argentino de campo de IBDV LD-847-04, gentilmente 
proporcionado por el Dr Delamer (Empresa Delamer S.R.L., Argentina), fue utilizado para 
amplificar la región codificante de VP2. 
Para realizar los desafíos de los distintos experimentos se utilizaron dos cepas 
virales de de IBDV de incrementada virulencia a medida que se encontraron disponibles 
en el laboratorio. Las cepas utilizadas fueron: LZD, cepa clásica vacunal de virulencia 
intermedia obtenida de Laboratorios Inmuner (Entre Ríos, Argentina) y cepa vacunal 
Winterfield 2512, de virulencia intermedia plus (Ceva Salud Animal, Bs.As., Argentina). 
3.1.2 CEPAS BACTERIANAS 
En primera instancia se utilizaron bacterias Escherichia coli DH5α para clonar y 
amplificar las construcciones obtenidas y posteriormente se empleó la cepa 
Gv3101::pMP90 de Agrobacterium tumefaciens para infectar las plantas.  
3.1.3 PLANTAS 
Se utilizaron plantas Nicotiana benthamiana de 5-6 semanas para agroinfiltrar las 
distintas construcciones y obtener el material biológico para los experimentos de 
inmunización. Las plantas se mantuvieron en invernáculos del Instituto de Biotecnología, 
CICVyA, INTA (Bs.As., Argentina) con un período de 16 h de luz y 8 h de oscuridad bajo 
lámparas de 500 W.  
3.1.4 CULTIVOS CELULARES 
Se utilizaron cultivos primarios de fibroblastos de embrión de pollo (FEP) provistos 
por el Servicio de Cultivos Celulares del Instituto de Virología, CICVyA, INTA (Bs.As., 
Argentina) para realizar las amplificaciones y titulaciones virales de las cepas vacunales 
LZD y Winterfield y para los ensayos de aislamiento viral de IBDV a partir de bursa.  
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3.1.5 ANIMALES 
Se utilizaron dos razas de pollos para los distintos experimentos. Para los 
experimentos con animales libres de patógenos específicos (SPF) se utilizaron pollos de 
raza White Leghorn, que fueron adquiridos en estado de huevos embrionados en la 
empresa Rosenbusch S.A. (Rosenbusch, CABA, Argentina) e incubados durante 21 días a 
37 °C con 50 % de humedad en incubadoras Yonar 80/AD (Yonar, CABA, Argentina). Para 
los experimentos en gallinas reproductoras y en su descendencia, se utilizaron madres de 
la raza Plymouth Rock Barrada criadas en la Estación Experimental Agropecuaria (EEA) 
Pergamino, INTA (Bs.As., Argentina). Las gallinas y parte de su progenie se mantuvieron 
en la EEA. Otra parte de los huevos embrionados fueron trasladados al Instituto de 
Biotecnología, CICVyA, INTA para su incubación y nacimiento de los animales.  
Una vez nacidos, los animales se mantuvieron bajo lámpara por 1-2 semanas para 
luego ser alojados en jaulas individuales. A los pollos se les suministró alimento y agua ad 
libitum hasta la finalización de cada experiencia. 
Todos los experimentos con animales fueron llevados a cabo en el bioterio del 
Instituto de Biotecnología, en condiciones adecuadas para la especie.  
3.2 AMPLIFICACIONES Y TITULACIONES VIRALES 
3.2.1 LZD 
La vacuna a virus atenuado LZD fue obtenida de los Laboratorios Inmuner 
liofilizada y fue resuspendida según las instrucciones del fabricante en el diluyente 
provisto con la misma antes de los desafíos virales.  
3.2.2 WINTERFIELD 
3.2.2.1 Amplificación viral  
Brevemente, partiendo de botellas T175 conteniendo 1 x 106 cél/ml de FEP, se 
descartó el medio de cultivo y se realizaron dos lavados con PBS 1X. Posteriormente cada 
botella fue inoculada con 1,5 ml conteniendo 1x105 Unidades Formadoras de Placa (UFP) 
en Medio Eagle Modificado por Dulbecco (MEM-D) (Gibco, Carlsbad, CA, EEUU). Se 
incubaron las botellas inoculadas durante 1 hora a 37 °C, 5 % CO2, agitándolas cada 15 
minutos para cubrir homogéneamente la monocapa celular. Finalmente, se agregó a cada 
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botella 35 ml de medio de mantenimiento conteniendo MEM-D, suero fetal bovino (SFB) 
(Internegocios, Mercedes, Bs. As., Argentina) al 2 %, HEPES (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 
EEUU) 25 mM y antibiótico/antimicótico (Gibco) y se incubó a 37 °C con 5 % CO2 hasta 
ver 95-100 % de efecto citopático (ECP) al microscopio (4-5 días). Llegado ese momento, 
los cultivos fueron cosechados y sometidos a 3 ciclos de congelado/descongelado, 
alicuotados y guardados a -80 °C hasta su utilización. 
3.2.2.2 Titulación de stocks virales 
 En primera instancia, se sembraron placas de 96 pocillos fondo plano con FEP a 
razón de 1,5 x 104 cél/pocillo y se incubaron durante 16 h a 37 °C con 5 % de CO2. 
Posteriormente se realizaron diluciones seriadas al décimo del stock viral a titular, y se 
sembraron 25 μl de cada dilución por cuadriplicado, dejando una fila de células sin 
infectar (control). Las células se incubaron con las diluciones de virus durante 1 hora a 37 
°C. Finalizada esa etapa se descartaron los inóculos y se añadieron 100 μl de medio de 
mantenimiento (MEM-D, HEPES 1X, antibiótico 1X, SFB 2 %) por pocillo, quedando las 
placas en incubación a 37 °C con 5 % de CO2 durante 4 días. Finalmente, se observaron 
las células al microscopio en búsqueda de efecto citopático y se anotaron los pocillos 
positivos y negativos para tal efecto. El título viral se calculó por el método de Reed & 
Muench (1938) y se expresó como TCID50/ml. 
 
3.3 CLONADO DE VP2 EN pEAQ 
 En el laboratorio se contaba con la construcción pBINVP2 conteniendo la 
secuencia de la VP2 madura (441 aa) clonada en un vector binario pBINPLUS 
(ImpactVectorTM, Wageningen UR, Netherlands) rio abajo del promotor de rubisco y rio 
arriba de los tags c-myc e his (Gómez et al. 2013). Además, se contaba con el vector 
pBINGFP para ser utilizado como control negativo. Durante el desarrollo de la tesis se 
obtuvo la serie de vectores pEAQ de alta expresión en plantas (Sainsbury et al. 2009, 
Peyret y Lomonossoff 2013) a través de un acuerdo de transferencia de material con lo 
cual se procedió a subclonar VP2, sin tags, en este nuevo vector con el fin de mejorar los 
niveles de expresión. Entre los vectores pEAQ provistos se encontraba el pEAQGFP que 
fue utilizado como control negativo en los experimentos en animales. 
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3.3.2 PCR 
Se amplificó VP2 a partir del pBINVP2 utilizando los primers fw VP2 AgeI y rv VP2-
441 XhoI que poseen en su región 5' los sitios de restricción indicados.  
Nombre Secuencia 
fw VP2 AgeI ACCGGTATGACAAACCTGCAA 
rv VP2-441 XhoI CTCGAGTTATGCTCCTGCAATCT 
Para la reacción de PCR se utilizaron 0,5 μl del plásmido pBINVP2 como templado, 
5 μl de buffer 10X correspondiente, 1,5 µl de MgCl2 50 mM, 1 μl de dNTPs 10 mM, 60 ng 
de oligonucleótidos sentido y antisentido, 0,2 µl de Taq Platinum (2U) (Thermo Fisher 
Waltham, MA, EE.UU.) y agua destilada estéril hasta 50 μl. Las reacciones se efectuaron 
en un termociclador Biometra.  
El perfil de PCR empleado fue el siguiente: 
Temperatura Tiempo Ciclos 
94 °C 3' 1 
94 °C 1' 
35 58 °C 1' 
72 °C 1'30'' 
72 °C 5' 1 
Parte del producto de PCR fue resuelto en gel de agarosa al 1 % y el fragmento 
visualizado por tinción con bromuro de etidio.  
3.3.3 CLONADO EN pGEMT-easy 
Una vez visualizados el fragmento en geles de agarosa, se escindió la banda 
correspondiente y se purificó mediante el kit Qiaex purification system (Qiagen, Hilden, 
Alemania) según las instrucciones del fabricante. El ADN obtenido se resuspendió en una 
solución de Tris-HCl 10 mM, pH 8.  
El fragmento purificado fue clonado en el vector pGEMT-easy (Promega, Madison, 
WI, EE.UU.). Para ello, se ligó el inserto al plásmido utilizando 50 ng de vector y una 
relación molar vector: inserto de 1:3. La reacción se llevó a cabo en un volumen final de 
10 μl con buffer de ligado y en presencia de 3 U de enzima T4 ADN ligasa (Promega). La 
reacción se incubó a 16 °C toda la noche. 
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A continuación, el vector plasmídico obtenido fue introducido en bacterias 
competentes mediante shock térmico. Durante 16 h se crecieron las bacterias en medio 
Luria-Bertani (LB) sólido en presencia de ampicilina 50 mg/ml, X-gal 20 mg/ml e IPTG 100 
mM. Las colonias blancas fueron picadas y crecidas en medio líquido LB en presencia de 
100 mg/ml de ampicilina.  
Se realizó una minipreparación del ADN plasmídico de los clones positivos 
utilizando columnas comerciales (Qiagen) a partir de 5 ml de cultivo saturado de bacterias 
transformadas, rindiendo aproximadamente una cantidad de 2 μg de ADN. El ADN 
purificado fue eluido de la columna con una solución de Tris-HCl 10 mM, pH 8.  
La presencia e identidad del inserto fue confirmada por clivaje con enzimas de 
restricción y/o secuenciación automática. El clon elegido se conservó a -70 °C en 
presencia de 15 % glicerol. 
3.3.4 DIGESTIÓN CON ENZIMAS DE RESTRICCIÓN 
Para las digestiones con enzimas de restricción de los diferentes plásmidos se 
utilizaron 500 ng de ADN, 5 U de enzima, buffer de restricción apropiado en un volumen 
final de 30 μl. Las reacciones se incubaron de 2 a 3 h a la temperatura recomendada para 
cada enzima. 
3.3.5 CLONADO EN pEAQ 
Mediante reacción de restricción con las enzimas AgeI y XhoI (New England 
Biolabs, Ipswich, MA, EE.UU.) se obtuvo el fragmento vp2 a partir del plásmido pGEMT-
VP2. Del mismo modo se linearizó el vector pEAQ quedando flanqueado por ambos sitios. 
El clonado y el análisis de los clones positivos se realizó siguiendo el protocolo 
descripto anteriormente con la salvedad de que los cultivos bacterianos fueron crecidos 
en medio LB en presencia de 100 mg/ml de kanamicina debido a que el plásmido pEAQ 
posee el gen de resistencia npt II.  
El vector pEAQ aporta a la construcción los bordes derecho e izquierdo necesarios 
para la transferencia del material genético desde la bacteria a la célula vegetal. 
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3.4 OBTENCIÓN DE LA AGROBACTERIA RECOMBINANTE 
Las agrobacterias competentes fueron transformadas con el pEAQVP2 por 
electroporación. Brevemente, se mezclaron 50 μl de bacterias electrocompetentes con 
50 ng de vector de transferencia. La mezcla se colocó en una cubeta de electroporación 
(electrodo de 0,2 cm, BioRad) donde fue sometida a 2,5 volts, 25 μFD de capacitancia y 
400 Ω de resistencia en un electroporador (BioRad Gene Pulser
TM
). Inmediatamente se 
agregó medio LB y las bacterias se recuperaron a 28 °C durante 2 h en agitación (200 
rpm). Luego se plaquearon en medio LB sólido en presencia de 100 μg/ml de rifampicina, 
40 μg/ml de gentamicina y 100 μg/ml de kanamicina.  
Algunas de las colonias obtenidas fueron crecidas en medio líquido con los 
mismos antibióticos durante 48 h a 28 °C en agitación y conservados en medio LB con 
antibióticos y 15 % de glicerol a -70 °C hasta su uso. 
3.5 TRANSFORMACIÓN TRANSITORIA DE N. BENTHAMIANA POR AGROINFILTRACIÓN 
Las colonias de A. tumefaciens cepa GV3101 que contenían las construcciones de 
interés fueron crecidas en medio LB suplementado con los antibióticos indicados 
anteriorimente por 48 h a 28 °C. Luego, 25 ml de medio de cultivo (medio LB 
suplementado y antibióticos) fue inoculado con 250 µl del cultivo starter (crecido durante 
24 h) y posteriormente crecido a 28 °C durante 18 h. El cultivo se centrifugó para 
recuperar las células a 3600 x g y temperatura ambiente (TA). El pellet fue resuspendido 
en buffer de infiltración (10 mM (N-morpholino)ethanesulfonic acid (MES), 10 mM MgCl
2
)
conteniendo 100 μM de hormona acetosiringona, hasta alcanzar una DO
600nm 
~ 1. Las
bacterias resuspendidas se incubaron a temperatura ambiente por 3-4 h con leve 
agitación cada media hora para promover la inducción de los genes de virulencia.  
Una vez inducidos los genes de virulencia, se cargó una jeringa de 1 ml sin aguja 
con la suspensión de bacterias inducidas. Sobre la cara abaxial de las hojas de N. 
benthamiana, y haciendo presión con el dedo por el otro lado de la misma, se descargó 
el material suavemente evitando la rotura del tejido. El procedimiento se repitió de 
manera de infiltrar la hoja en toda su extensión (Figura 10).  
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Como control de agroinfiltración se utilizaron plantas infiltradas con bacteria 
recombinante para la construcción pBINGFP o pEAQGFP.  
 
Figura 10: Agroinfiltración de N. benthamiana: Sobre la cara abaxial de las hojas y haciendo presión con el 
dedo por el otro lado de la misma, se descargó suavemente evitando la rotura del tejido la suspensión de 
agrobacterias recombinantes con una jeringa de 1 ml sin aguja. 
 
 
3.6 EXTRACCIÓN DE PROTEÍNAS 
 Para el primer experimento en animales las hojas agroinfiltradas con la 
construcción pBINVP2 o pBINGFP como control, se pulverizaron en mortero con 
nitrogeno líquido. Las proteínas totales fueron extraídas con 3 volúmenes de buffer de 
extracción (100 mM Sodium acetate pH 4, 1 mM EDTA, 5 % glycerol, 0,5 % NP40 y cocktail 
de inhibidores de proteasas (Roche, Mannheim, Alemania). Luego de 30 minutos en hielo, 
las muestras fueron centrifugadas por 30 minutos a 20000 x g y se tomaron los 
sobrenadantes que se llevaron a pH 7 y se guardaron a -80 °C hasta su utilización.  
 Para los experimentos subsiguientes las hojas agroinfiltradas con pEAQVP2 o 
pEAQGFP fueron trituradas en licuadora con 3 volúmenes de PBS frío 1X pH 7,4, cocktail 
de inhibidores de proteasas (Roche) y antifoam 0,04 %. Luego las muestras fueron 
filtradas por gasa y centrifugadas 15 minutos a 9000 x g. Los sobrenadantes fueron 
utilizados para sembrar un gradiente discontinuo de sacarosa con el fin de semipurificar 
y concentrar las partículas subvirales para su observación en el microscopio electrónico 
de transmición (TEM) y para su utilización en los experimentos con animales (ver 
siguiente sección).  
 
3.7 SEMIPURIFICACIÓN DE PARTICULAS SUBVIRALES  
Se aplicó un protocolo modificado basado en la ultracentrifugación en colchón de 
sacarosa para la preparación de las SVP y la muestra control (Peyret 2015). Se procesaron 
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25 g de hojas infiltradas como se explicó en la sección anterior. El sobrenadante obtenido 
de la centrifugación se filtró de nuevo a través de una membrana de 0,45 μm en un 
dispositivo de filtro y se cargó sobre dos capas de sacarosa, 25 % (2 ml) y 70 % (0,5 ml) 
p/v. Se ultracentrífugó a 39000 rpm en un rotor SW41Ti (Beckman) a 4 °C durante 2:40 
h. 
Se tomaron la interfase y la fracción de 70 % y se dializaron en conjunto contra 
PBS 1X en una cámara fría en tres etapas (primera noche, 7 h y segunda noche) 
cambiando el buffer cada vez. Las SVP obtenidas fueron observadas al microscopio 
electrónico. A su vez, se tomó una muestra de cada paso de la purificación para su 
posterior análisis por Western Blot y tinción con azul de Coomasie. Las muestras se 
mantuvieron a -70 °C hasta su uso y se clarificaron antes de ser utilizadas. El mismo 
procedimiento de purificación se llevó a cabo con las hojas infiltradas con GFP para 
obtener una muestra negativa.  
3.8 MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA DE TRANSMISIÓN 
Las SVP se cargaron en una grilla de cobre y se tiñeron con ácido fosfotúngstico al 
2 %. Las grillas se observaron en el microscopio electrónico (CM 200, PHILIPS) a 160 kV. 
El análisis de las imágenes se realizó con el software OLYMPUS iTEM. 
3.9 IDENTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 
3.9.1 ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA 
Para separar las proteínas obtenidas se utilizaron geles desnaturalizantes de 
poliacrilamida de concentración 12 %. Las muestras se hirvieron con cracking buffer 5X 
(5 % SDS, 50 % glicerol, 25 % 2-mercaptoetanol, 0,02 % azul de bromofenol y 0,3125 M 
Tris HCl, pH 6,8), se sembraron en minigeles (8 x 8 cm) y se corrieron a voltaje constante 
(100 V) en buffer Laemmli (Tris-HCl 25 mM, pH 8,8, glicina 190 mM, SDS 0,1 %). Una vez 
finalizada la corrida electroforética, se desmontaron los geles y las proteínas se tiñeron 
con el colorante azul de Coomassie o se electrotransfirieron a membranas de 
nitrocelulosa para ensayos de Western blot. 
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3.9.2 ELECTROTRANSFERENCIA 
Luego de efectuada la electroforesis, los geles de poliacrilamida fueron 
equilibrados en buffer de transferencia (Tris-HCl 25 mM, pH 8,8, glicina 190 mM, metanol 
20 %) junto con la membrana de nitrocelulosa (BioRad, Hercules, CA, EEUU). Se montó el 
cassette dentro de la cuba (BioRad), se llenó con buffer de transferencia y se aplicó una 
corriente constante de 200 mA a TA por 1,5 h. 
3.9.3 DETECCIÓN INMUNOLÓGICA DE LAS PROTEÍNAS 
Luego de la transferencia, las membranas se incubaron 1 h a TA en solución de 
bloqueo TBST-leche (Tris-HCl 50 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, Tween 20 0,05 %, leche 
descremada 4 %). Luego del bloqueo, se lavaron con la solución de lavado TBST (Tris-HCl 
50 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, Tween 20 0,05 %) y se incubaron con una dilución 1:1000 
de un anticuerpo policlonal anti-VP2 obtenido en conejos en el laboratorio en buffer de 
dilución TBST-leche descremada 3 %. Tras 1 hora de incubación a TA se recuperó la 
dilución de anticuerpo y se lavaron las membranas 3 veces con solución de lavado TBST 
por 5 min cada vez. Se incubaron entonces con una dilución 1:5000 del anticuerpo 
secundario anti-conejo conjugado a fosfatasa alcalina (Sigma). Tras 1 h de incubación a 
TA con agitación suave, se descartó la dilución del segundo anticuerpo y se lavaron las 
membranas 3 veces con solución de lavado TBS-Tween por 5 min cada vez. El proceso de 
revelado se llevó a cabo utilizando el NBT/BCIP (Promega) e incubándose hasta la 
aparición de color. 
3.9.4 TINCIÓN CON AZUL DE COOMASSIE 
Se incubaron los geles en una solución de azul de Coomassie 0,05 % (Coomassie 
Brillant Blue R 250 0,05 %, metanol 50 %, ácido acético 10 %) por 1 o 2 h con agitación 
suave. Se retiró la solución de tinción y se decoloró el exceso de colorante mediante 
incubación en solución de lavado (metanol 50 %, ácido acético 10 %), que se reemplazó 
reiteradas veces. El gel se decoloró hasta que las bandas proteicas se visualizaron con 
nitidez. 
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 3.9.5 CUANTIFICACIÓN DE VP2  
 Las concentraciones de la proteína VP2 presente en los extractos crudos de 
plantas o en las SVP semipurificadas se estimaron por comparación con una curva de 
calibración de albúmina de suero bovino (BSA). Las muestras de interés junto con 
diluciones seriadas al medio de BSA (desde 250 ng/ul hasta 31,125 ng/ul) se resolvieron 
en geles de poliacrilamida que posteriormente se tiñeron con azul de Coomassie como 
se describió previamente.  Las imagenes de los geles fueron tomadas con el G:BOX 
(Syngene) y las bandas visualizadas se analizaron con el Gel-Pro Analyzer software v3.1. 
 
3.10 EXPERIMENTOS EN ANIMALES 
 Todos los ensayos en animales contaron con la aprobación del Comité Institucional 
para el Cuidado y Uso de Animales de Experimentación (CICUAE) del CICVyA-INTA 
(procedimientos aprobados N° 63/2014, N° 13/2016 y N°°/2017) 
 
3.10.1 EVALUACIÓN DE LA INMUNOGENICIDAD DE VP2 PRODUCIDA EN PLANTAS POR 
DISTINTAS VÍAS 
 Los inmunógenos consistieron en extractos proteicos obtenidas de hojas 
agroinfiltradas con pBINVP2 o pBINGFP (control negativo) obtenidos como se describe en 
la sección 2.6. 
 Cincuenta y cuatro animales SPF de 21 días de edad fueron divididos al azar en 6 
grupos (n=9) e inoculados con los inmunógenos recombinantes por distintas vías en un 
esquema dosis/refuerzo a los 0 y a los 14 días post inoculación (dpi) como se muestra a 
continuación: 
1. VP2 im: dos dosis intramusculares (im.) de 250 µl de extracto de planta conteniendo 
7,5 µg de VP2. 
2. VP2 nasal: 2 dosis intranasales (in.) de 250 µlde extracto de planta conteniendo 7,5 
µg de VP2. 
3. VP2 oral: 2 dosis orales de 250 µl de extracto de planta conteniendo 7,5 µg de VP2. 
4. Control im:  dos dosis im. de 250 µl de extracto de planta conteniendo GFP.  
5. Control nasal:  dos dosis in. de 250 µl de extracto de planta conteniendo GFP. 
6. Control oral:  dos dosis orales de 250 µl de extracto de planta conteniendo GFP. 
Materiales y Métodos 
46 
 
 Para las inoculaciones intranasales, los 250 µl se dividieron en 3 dosis de 80-85 µl 
que fueron administradas a lo largo del mismo día.  
 Los animales fueron sangrados a los 11, 21 y 32 dpi por la vena del ala con 
heparina, y los plasmas obtenidos se guardaron a -20 °C hasta su utilización. 
 Tres semanas después de la segunda inmunización, 6 animales de cada grupo 
fueron desafiados por vía oral con 500 µl de IBDV cepa LZD (6934 TCID50/ml) y sacrificados 
a los 5 días. Las bursas de Fabricio fueron removidas para posterior análisis 
histopatológico, citometría de flujo y aislamiento viral. 
 
3.10.2 EVALUACIÓN DE UNA DOSIS MAYOR DEL INMUNOGENO POR VÍA ORAL  
 El inmunógeno consistió en extracto de hojas agroinfiltradas con pEAQVP2, o con 
pEAQGFP como control negativo, concentrado por ultracentrifugación.  
 Veinticuatro pollos SPF de 15 días de edad fueron divididos al azar en 4 grupos 
(n=6) e inoculados por vía im. u oral con las SVP en un esquema dosis/refuerzo a los 0 y 
14 dpi como se muestra a continuación: 
1. VP2 im./im.: dos dosis por vía intramuscular con 30 µg de VP2. 
2. VP2 im./oral: una dosis por vía intramuscular seguido de una dosis por vía oral con 
30 y 60 µg de VP2. 
3. VP2 oral/oral: dos dosis por vía oral con 60 µg de VP2. 
4. GFP: 2 animales recibieron 2 dosis de GFP por vía im., otros 2 animales recibieron 
una dosis de GFP por vía im. y otra por vía oral, y los 2 últimos animales recibieron 2 
dosis de GFP por vía oral. Los volúmenes inoculados fueron equivalentes a los que 
recibieron los otros grupos. 
 Los animales fueron sangrados a los 10, 20 y 30 días con heparina y los plasmas 
obtenidos se guardaron a -20 °C hasta su utilización. 
 Tres semanas luego de la inmunización, todos los animales fueron desafiados con 
500 µl de IBDV cepa Winterfield (6,3 x 109 TCID50/ml) y sacrificados a los 5 días.   
 Las bursas fueron removidas para posterior análisis histopatológico, citometría de 
flujo y aislamiento viral. 
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3.10.3 EVALUACIÓN DEL INMUNÓGENO COMO ALTERNATIVA A LA VACUNA 
INACTIVADA  
 El inmunógeno consistió en un extracto proteico obtenido de hojas agroinfiltradas 
con pEAQVP2 descrito anteriormente. 
 Para este ensayo se utilizaron gallinas de la raza Plymouth Rock Barrada que se 
encontraban en la EEA Pergamino, INTA y que habían recibido dos dosis de vacuna viva 
atenuada contra IBDV a las 4 y 7 semanas, según el esquema tradicional de vacunación. 
La raza Plymouth Rock Barrada es una estirpe de gallinas pesadas del componente aves 
del programa ProHuerta, destinada a la producción de huevos. A las 18 semanas de edad, 
y antes del comienzo del período de postura, sesenta gallinas fueron separadas al azar en 
3 grupos experimentales e inoculadas intramuscularmente como se detalla a 
continuación: 
1. Sin refuerzo: no recibieron ninguna inoculación de refuerzo (control negativo). 
2. VP2: 500 µl de extracto de planta conteniendo 30 µg de VP2.  
3.   Vacuna inactivada: una dosis de vacuna inactivada comercial (control positivo). 
 Las gallinas se mantuvieron en la EEA y fueron sangradas antes de la inmunización 
y a las 3, 9 y 28 semanas post inmunización. Los sueros se guardaron a -20 °C hasta su 
utilización. 
 Cuando las gallinas comenzaron a poner huevos del tamaño adecuado, 
aproximadamente a las 12 semanas post inoculación, las mismas fueron inseminadas y 
se recolectaron sus huevos durante los días subsiguientes.  
 Los huevos fueron puestos a incubar a 37 °C todos juntos al final del período de 
recolección en la EEA Pergamino. Los pollitos BB nacidos, aproximadamente 30 por 
grupo, fueron sangrados semanalmente sin heparina durante 4 semanas para estudiar la 
inmunidad pasiva. Los sueros fueron trasladados al Instituto de Biotecnología donde se 
guardaron a -20 °C hasta su utilización. 
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3.11 PANEL DE PRUEBAS PARA EXPERIMENTOS CON ANIMALES 
3.11.1 ELISA 
3.11.1.1 Kit comercial 
 Se utilizó el kit comercial IDEXX IBD Ab (IDEXX, Westbrook, MA, EEUU) para la 
medición de anticuerpos totales anti-IBDV en el cual los sueros incógnita deben diluirse 
1/500 y el título se calcula según las instrucciones del fabricante.  
3.11.1.2 ELISA INTA 
 El ELISA INTA es un test desarrollado en nuestro laboratorio (Cassani 2017). Se 
trata de un ELISA indirecto en el cual las placas se tapizan con SVP expresadas en N. 
benthamiana y posteriormente semipurificadas. 
 Brevemente, placas de 96 pocillos fondo plano Nunc Maxisorp™ (Invitrogen) 
fueron tapizadas con SVP resuspendidas en buffer carbonato/bicarbonato (pH 9,6) a 
razón de 96 ng/pocillo, y fueron mantenidas durante 16 h a 4 °C. Posteriormente, las 
placas fueron incubadas con solución de bloqueo (PBS-T 5 % leche) durante 1 hora a TA 
en agitación. Las muestras de suero a evaluar se diluyeron en buffer PBS con suero normal 
equino en un factor de 1:400 y se sembraron en las placas, que fueron incubadas durante 
1 hora a 37 °C en agitación. Posteriormente se hicieron 3 lavados de 5 minutos cada uno 
con PBS-T y se añadió el anticuerpo secundario anti-especie conjugado a HRP (Bethyl 
Laboratories, Montgomery, TX, EEUU) en dilución 1:4000, y las placas se incubaron 
durante 1 hora a 37 °C en agitación. Luego de 3 lavados con PBST, se añadió la solución 
de revelado (ABTS, H2O2 y buffer Citrato, pH 5) y las placas se incubaron a TA en 
oscuridad. La lectura se realizó en un lector de ELISA a una longitud de onda de 405 nm. 
 
3.11.2 SERONEUTRALIZACIÓN POR DILUCIÓN LÍMITE 
 Los sueros obtenidos en la última sangría pre-desafío de cada experimento 
fueronincubados a 56 °C por 30 min para la inactivación del complemento. 
Posteriormente se realizaron diluciones seriadas al medio de los sueros, que fueron 
incubadas con 50 TCID50 de la cepa Winterfield por 1 hora a 37 °C, luego de lo cual se 
añadió una suspensión de 1,5 x 106 FEP/ml. Se incubaron a 37 °C con 5 % CO2 durante 4 
días. El título se calculó como la inversa de la mayor dilución que no presentó efecto 
citopático. 
Materiales y Métodos 
49 
 
3.11.3 ANÁLISIS DE POBLACIONES CELULARES POR CITOMETRÍA DE FLUJO 
 A partir de una porción de las bursas extraídas al sacrificio en condiciones 
asépticas se aislaron los linfocitos por centrifugación en gradientes de Ficoll Histopaque®-
1077 (Sigma-Aldrich), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las células aisladas 
fueron marcadas con los anticuerpos monoclonales CD3-SPRD, CD4-PE y CD8α-FITC 
(Southern Biotech, Birmingham, AL, EEUU), según instrucciones del fabricante. Las 
suspensiones celulares fueron analizadas con un citómetro de flujo BD FACSCalibur (BD, 
Franklin Lakes, NJ, EEUU) usando el software CellQuest™. El umbral de linfocitos fue 
definido por la granularidad y tamaño de las células, y se analizaron 30000 eventos. 
 
3.11.5 HISTOPATOLOGÍA 
 Porciones de BF fueron fijadas en solución de Formol al 10 %, embebidas en 
parafina y cortadas con un micrótomo. Las mismas fueron teñidas con 
hematoxilina/eosina siguiendo los protocolos estándares de histología y se observaron al 
microscopio óptico en busca de lesiones compatibles con la infección por IBDV. Se asignó 
a cada bursa un score entre 1 y 4 según las lesiones observadas (Silvina Pinto, 
comunicación personal).  
 
3.11.6 CUANTIFICACIÓN DE CARGA VIRAL EN BURSA  
 El aislamiento viral posterior a los desafíos con IBDV cepas LZD y Winterfield se 
realizó a partir de porciones de BF conservadas a -70 °C desde el sacrificio de los animales. 
Se añadió a cada muestra 1 volumen de PBS estéril y se procedió a disgregarla 
mecánicamente. Las muestras disgregadas fueron luego sometidas a 3 ciclos de 
congelado/descongelado. Una vez liberado el virus del tejido, se realizaron diluciones 
seriadas al décimo de las muestras con las cuales se infectaron células sembradas en 
placas de 96 pocillos conteniendo 1 x 105 FEP por pocillo. Luego de 4 días a 37 °C con 5 % 
CO2 se observaron las placas al microscopio óptico en búsqueda de efecto citopático. El 
título viral fue calculado por el método de Reed & Muench (1938) y expresado como 
TCID50 por gramo de tejido. 
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4. RESULTADOS 
4.1 RESULTADOS PREVIOS AL INICIO DE LA TESIS  
En el laboratorio se realizó un experimento preliminar para determinar si la VP2 
producida en plantas era capaz de generar una respuesta inmune que protegiera a los 
pollos frente a una infección con IBDV (Gómez et al. 2013). Para ello, se había generado 
la construcción pBINVP2 a partir del clonado de la región codificante de VP2 madura en 
el vector binario pBIN, rio abajo del promotor de la subunidad pequeña de RUBISCO. 
Asimismó, se evaluó la expresión transitoria de la proteína en plantas de Nicotiana 
benthamiana infiltradas con la agrobacteria recombinante para pBINVP2, 
determinándose el tiempo óptimo de cosecha de las hojas luego de la agroinfiltración. El 
ensayo en animales demostró que pollos inoculados intramuscularmente (im.) con 3 
dosis de extracto de planta concentrado conteniendo 12 µg de VP2 y formulado con 
adyuvante de Freund (completo en la primera inoculación e incompleto en las siguientes) 
desarrollaron una respuesta humoral específica contra IBDV con presencia de 
anticuerpos neutralizantes (Figura 11).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11: Respuesta humoral anti-IBDV. Los animales fueron vacunados im. a los 0, 22 y 35 días con extracto 
de planta concentrando conteniendo 12 µg VP2 (Grupo 1), o GFP como antígeno no relacionado (Grupo 2), 
o vacuna comercial (Grupo 3) y sangrados a los 15, 22, 28, 36, 43 y 48 días post primera inoculación (dpi). 
A. Promedio ± D.E. de los títulos de anticuerpos anti-IBDV de cada grupo a lo largo del tiempo. Títulos 
mayores al punto de corte (396) fueron considerados positivos. B. Títulos individuales de anticuerpos 
neutralizantes expresados como la inversa de la última dilución que previno la aparición de efecto 
citopático. Positivo: suero representativo de un animal inoculado con vacuna comercial.  
 
 
B A 
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Por otro lado, se observó que la administración de este inmunógeno fue capaz de 
disminuir la infiltración de linfocitos T en la bursa que normalmente ocurre con la llegada 
y replicación de IBDV en este órgano luego del desafío (Figura 12A). Además, la bursa de 
los animales inmunizados con el antígeno recombinante mostraron una morfología 
normal mientras que los del grupo control negativo tenían una apariencia amarillenta, 
signo típico de la infección por IBDV (Figura 12B).  
Estos resultados sugirieron que la respuesta humoral generada por la VP2 era 
capaz de neutralizar total o parcialmente la entrada de IBDV a la bursa y nos alentaron a 
seguir trabajando para mejorar la expresión transitoria de VP2 en plantas, así como las 
formas de administración del inmunógeno con el fin de avanzar en el desarrollo de una 
vacuna a subunidad contra IBDV. 
 
                                          % de células marcadas 
CD3+ totales CD3+CD4+ CD3+CD8αβ+ 
VP2 (Grupo 1) 1,44  0,59 0,17 
Ctrl Neg (Grupo 2) 4,65 1,605 3,85 
Ctrl Pos (Grupo 3) 1,14 0,68 0,39 
 
 
 
 
 
Figura 12: Evaluación del efecto protector del inmunógeno frente al desafío con IBDV. Los pollos fueron 
desafiados a los 53 dpi (18 días post último refuerzo) con 500 µl de una cepa clásica de IBDV (6934 
TCID50/ml). Luego de 5 días los animales fueron sacrificados y se extrajeron las bursas. A. Evaluación de 
poblaciones celulares en bursa. Las BF fueron agrupadas por grupo experimental y de cada pool se aislaron 
linfocitos que se marcaron con anticuerpos específicos (CD3+, CD4+ y CD8αβ+) y se analizaron por citometría 
de flujo. Los resultados están expresados como incremento de infiltración dentro de cada grupo con 
respecto a animales no desafiados. B. Observación macroscópica de la bursa. La bursa de los animales 
vacunados con VP2 (izq) se encontraban sanas mientras que las bursas de los animales del control negativo 
presentaban una coloración amarillenta típica de la infección por IBDV. 
 
 
B 
A 
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4.2 EVALUACIÓN DE LA INMUNOGENICIDAD DE VP2 PRODUCIDA EN PLANTAS POR 
DISTINTAS VÍAS  
 La vía de administración intramuscular de inmunógenos es muy efectiva para 
desarrollar respuestas humorales sistémicas de tipo IgG; sin embargo, no suele ser eficaz 
cuando se busca generar una respuesta de mucosas de tipo IgA. Además, es impráctica 
para vacunaciones masivas y acarrea el riesgo de lastimaduras con las agujas y dolor. La 
vacunación por la vía de mucosas es menos invasiva, no involucra el uso de agujas y al ser 
relativamente fácil, no requiere personal especializado.  
 Por estas razones, y dado que la estimulación simultánea de respuestas IgG 
sistémica e IgA de mucosas sería deseable en una vacuna contra IBDV, ya que la infección 
natural ocurre por la vía oral, se decidió investigar si la VP2 producida en plantas también 
resultaba inmunogénica en pollos cuando era administrada por vía nasal u oral. Además, 
se evaluó si la vacunación por vía intramuscular en un esquema dirigido a considerar el 
bienestar animal en su conjunto, con menos dosis y sin adyuvante, era capaz de generar 
una respuesta inmune protectora contra IBDV como se había observado previamente. 
 Con estos objetivos en mente se establecieron los siguientes grupos 
experimentales de 9 pollos cada uno: 
1. VP2 im. 
2. VP2 nasal 
3. VP2 oral 
4. Control im. 
5. Control nasal 
6. Control oral  
 El material para las vacunaciones de los grupos VP2 y control (ctrl) fue un extracto 
de proteínas obtenidas de hojas agroinfiltradas con las construcciones pBINVP2 y 
pBINGFP respectivamente. Este último se utilizó para inmunizar a los grupos que sirven 
como controles negativos ya que es un antígeno no relacionado a IBDV. Los extractos de 
planta se analizaron por Western Blot para corroborar la presencia de VP2 utilizando un 
anticuerpo específico contra esta proteína. Además, se cuantificó el nivel de expresión 
de VP2 sembrando una muestra del extracto junto con una curva estándar de 
concentraciones conocidas de BSA en un gel de poliacrilamida, seguido de una tinción 
con azul de Coomassie y comparación de las intensidades de las bandas utilizando el 
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programa gelpro32. Como se puede observar en la Figura 13 se corroboró que VP2 se 
encontraba en las hojas agroinfiltradas con la construcción pBINVP2, pero no en aquellas 
agroinfiltradas con pBINGFP, y que la concentración de la misma en el extracto de planta 
resultó ser 30 ± 1,09 ng/µl.  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
Con este material se procedió a inocular pollos de 21 días de edad que fueron 
separados en los 6 grupos mencionados anteriormente. Los primeros 3 grupos recibieron 
2 dosis de 250 µl de extracto de planta conteniendo 7,5 µg de VP2 por las vías indicadas 
a los 0 y 14 días post primera inoculación (dpi), mientras que los grupos control (4, 5 y 6) 
recibieron el mismo volumen de extracto de planta conteniendo GFP. Los animales 
fueron sangrados por la vena del ala a los 11, 21 y 32 dpi. 
 De los 9 animales de cada grupo, 6 fueron desafiados por vía oral con 500 µl de 
IBDV cepa LZD (6934 TCID50/ml) a los 35 días, mientras que 3 fueron utilizados como 
controles de animales sanos. Cinco días luego del desafío los pollos fueron sacrificados y 
las BF se removieron para el análisis de poblaciones celulares por citometría de flujo, 
histopatología y aislamiento viral. A continuación, se muestra el esquema de sangrías, 
inoculaciones y eutanasia realizadas durante el ensayo. 
Figura 13: Expresión transitoria de VP2 en Nicotiana benthamiana. Las hojas agroinfiltradas con pBINVP2 o 
pBINGFP fueron procesadas con 3 volúmenes de buffer de extracción y las proteínas fueron separadas en 
un SDS-PAGE 12 %. A. Western blot para la identificación de la proteína VP2 recombinante utilizando un 
suero policlonal anti-VP2. B. Cuantificación de la expresión de VP2 en el extracto vegetal por comparación 
con una curva estándar de BSA (ng/µl) en un gel teñido con azul de Coomassie. MM: Marcador de peso 
molecular.  
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4.2.1 EVALUACIÓN DE LA RESPUESTA HUMORAL 
 Los plasmas obtenidos de las sangrías exploratorias realizadas en las fechas 
indicadas fueron analizados utilizando un kit comercial de ELISA para evaluar la presencia 
de anticuerpos específicos contra IBDV. Títulos superiores a 396 fueron considerados 
positivos según las instrucciones del fabricante.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 En la Figura 14 se observa que, si bien los niveles de anticuerpos son bastante 
heterogéneos, todos los animales inoculados im. con el extracto de planta conteniendo 
VP2 desarrollaron una respuesta humoral específica a los 21 dpi, una semana después 
del refuerzo, alcanzando los títulos más altos de anticuerpos hacia el final del 
experimento. Sin embargo, los animales vacunados con el inmunógeno recombinante por 
vía nasal u oral no presentan anticuerpos contra IBDV luego de dos inoculaciones. Como 
era de esperar, en los grupos control que recibieron extracto de planta conteniendo GFP 
no se detectaron anticuerpos específicos.  
B A 
Figura 14: Evaluación de anticuerpos anti-IBDV en plasma por ELISA. Los animales fueron vacunados a los 0 y 
14 días con extracto de planta conteniendo VP2, o GFP como antígeno no relacionado (grupos ctrl), por las 
vías im., nasal u oral. A. Promedio ± D.E. de los títulos de anticuerpos anti-IBDV de cada grupo a lo largo del 
tiempo. Títulos mayores al punto de corte (396) fueron considerados positivos, según las instrucciones del 
fabricante. B. Títulos individuales de los pollos pertenecientes al grupo VP2 im.  
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 Además, se evaluó la actividad neutralizante de los anticuerpos anti-IBDV 
presentes en los animales del grupo VP2 im. a los 32 dpi mediante un ensayo de 
seroneutralización por dilución límite. Como se observa en la Figura 15, en todos los 
pollos de este grupo se encontraron anticuerpos con capacidad de neutralizar la infección 
de IBDV en FEP, y cuyos títulos oscilaron entre 512 y 4096. Los controles de la técnica 
dieron acorde a lo esperado, el control positivo (P) correspondiente a un suero de un 
pollo vacunado con una vacuna comercial dio altos títulos de anticuerpos neutralizantes 
mientras que en el control negativo (N), un suero de un pollo no vacunado, no se detectó 
la presencia de los mismos. Los sueros de los animales del resto de los grupos no fueron 
utilizados para realizar este ensayo dado que en ellos no se detectaron anticuerpos 
específicos contra IBDV. 
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Figura 15: Evaluación de anticuerpos neutralizantes contra IBDV. Los sueros de los animales del grupo VP2 
im. obtenidos a los 32 dpi fueron sometidos a un ensayo de seroneutralización. Los títulos están expresados 
como la inversa de la última dilución que previno la aparición de efecto citopático. Control negativo (N): 
suero de un animal no vacunado. Control positivo (P): suero de un animal inoculado con vacuna comercial.  
 
 Estos resultados indican que dos inoculaciones, sin la adición de adyuvante, de la 
VP2 producida en plantas es capaz de generar una respuesta humoral efectiva cuando es 
administrada por vía intramuscular pero no por vía nasal u oral.  
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4.2.2 EVALUACIÓN DE POBLACIONES CELULARES EN BURSA 
 Luego de la infección, la replicación de IBDV en la bursa involucra una infiltración 
de células T en este órgano. Por lo tanto, la frecuencia de linfocitos T en la bursa luego 
del desafío viral puede ser tomada como un parámetro para medir la eficacia protectora 
de una vacuna. Se analizó entonces el porcentaje de linfocitos T CD3+CD4+ y CD3+CD8+ en 
la bursa de pollos luego de la infección con IBDV. Para esto se tomaron las 6 bursas de los 
animales desafiados dentro de cada grupo y se procesaron de a pares. Las poblaciones 
celulares presentes en la bursa fueron analizadas por citometría de flujo utilizando 
diferentes combinaciones de anticuerpos descriptos en la sección 2.11.4 de Materiales y 
métodos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16: Evaluación de poblaciones celulares en bursa por citometría de flujo. Las bursas de los animales 
desafiados de los distintos grupos fueron agrupadas de a pares y se aislaron los leucocitos, se marcaron 
con anticuerpos específicos y se analizaron por citometría de flujo. Los resultados están expresados como 
el incremento de cada muestra con respecto a valores de animales no desafiados y el promedio de 
infiltración dentro de cada grupo. 
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La Figura 16 muestra el aumento de infiltración de linfocitos T (células CD3+) con 
respecto al valor promedio de animales no desafiados. Tal como ocurre en este caso, es 
común la obtención de valores de infiltración muy heterogéneos dentro de un mismo 
grupo, lo cual resulta en diferencias no significativas entre ellos. Sin embargo, se puede 
observar que los animales del grupo inoculado con VP2 intramuscularmente tienen 
niveles de infiltración de células T homogéneos y menores (de 1,3 a 2,6 veces de 
incremento) que los animales vacunados con el mismo inmunógeno por las vías nasal u 
oral en donde los niveles de incremento variaron entre 6,7 y 42,8 veces. Dentro de los 
linfocitos T CD3+ presentes en la bursa, la mayoría correspondió a células CD8αβ+, lo cual 
es consistente con el hecho de que los linfocitos T citotóxicos juegan un papel importante 
en la respuesta inmune contra el virus. Tal como se esperaba, la mayoría de los animales 
inoculados con GFP mostraron un elevado número de linfocitos T en bursa luego de la 
infección viral.  
 
4.2.3 OBSERVACIÓN MACROSCÓPICA E HISTOLÓGICA DE LA BURSA 
 La replicación de IBDV en la bursa causa lesiones macroscópicas y microscópicas 
características en este órgano y el análisis de las mismas constituye una herramienta para 
la medición de la severidad de la infección en pollos (Singh et al. 2015). Por ello, se realizó 
un análisis histopatológico en búsqueda de evidencia de la replicación de IBDV en la bursa 
luego del desafío. 
 Las bursas de los animales inmunizados intramuscularmente con VP2 no tenían 
lesiones macroscópicas y su apariencia era similar a la de animales no desafiados. Sin 
embargo, tanto las bursas de los animales de los grupos VP2 nasal y oral, al igual que la 
de los grupos control, tenían un color amarillento y presentaban principios de 
hemorragia, signos típicos de la infección por IBDV. En la Figura 17 se muestran ejemplos 
de una bursa sana correspondiente al grupo VP2 im. (17A) y bursas del resto de los grupos 
con distintos grados de afección (17B, C, D y E).  
Con respecto a la observación microscópica, las bursas del grupo VP2 im. 
mostraron características histopatológicas comparables con la de los pollos sin desafiar, 
aunque algunas de ellas presentaron bajos niveles de linfocitos apoptóticos. Por el 
contrario, el resto de los animales tenían daños en este órgano con diferentes grados de 
atrofia linfoide, necrosis y apoptosis. Estas bursas también presentaron edema, 
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congestión y pequeñas hemorragias junto con infiltración de linfocitos y heterófilos y 
pérdida del límite entre médula y corteza (Figura 18). 
 
Figura 17: Observación macroscópica de la BF. Los animales fueron sacrificados cinco días después del 
desafío y sus bursas fueron removidas. A. Bursa sana perteneciente al grupo VP2 im. B, C, D y E. Bursas 
representativas de los diversos niveles de afección encontrados en los grupos VP2 nasal, VP2 oral y grupos 
control. En ellas se observa distinto grado de coloración amarillenta, hemorragia y edema. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18: Observación microscópica de la BF. Porciones de bursas de animales del grupo VP2 im. (A), VP2 
nasal (B), VP2 oral (C), ctrl im. (D), ctrl nasal (E) y ctrl oral (F) fueron embebidas en parafina y teñidas con 
hematoxilina/eosina. En la figura se observan distintas lesiones características de IBDV como necrosis (*), 
edema e infitltración de heterófilos en el instersticio (flecha negra) y pérdida del límite entre médula y 
corteza (#). La barra negra representa 100 µm.  
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 4.2.4 CUANTIFICACIÓN DE CARGA VIRAL EN BURSA 
 Finalmente, para evaluar el efecto protector de la vacuna recombinante por las 
diferentes vías de administración, se realizó un ensayo de aislamiento viral a partir de BF 
para el recuento de partículas infectivas en este órgano luego del desafío. En la Tabla 3 
se muestran los resultados de los títulos virales obtenidos para cada animal. Como era de 
esperar, no se detectó IBDV en aquellos animales que no fueron desafiados (dato no 
mostrado) mientras que los pollos de los grupos control tenían altos títulos virales. Los 
animales pertenecientes al grupo VP2 im. mostraron una notable disminución en la 
cantidad de virus recuperado de la bursa. En 4 de los 6 animales no se detectó IBDV 
mientras que los otros 2 mostraron una reducción en el título viral de aproximadamente 
104-105 veces con respecto a los grupos control. Es importante aclarar que el límite de 
detección inferior de la técnica corresponde a un título de 1,26 x 103 TCID50/g, por lo 
tanto, un resultado negativo indica un título menor a este valor aunque no podemos 
precisar el valor exacto. Por otro lado, los pollos inmunizados por vía nasal u oral con VP2 
tenían altos títulos virales similares a los de los grupos control. Incluso en varios animales 
el título excedía el límite de detección superior de la técnica correspondiente a 1,26 x 109 
TCID50/g.   
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Grupo Animal TCID50 /g Grupo Animal TCID50 / g 
VP2 im. 
1 Neg 
ctrl im. 
1 1,46 x 108 
2 Neg 2 > 1,26 x 109 
3 Neg 3 > 1,26 x 109 
4 1,86 x 104 4 > 1,26 x 109 
5 Neg 5 4,00 x 106 
6 1,26 x 104 6 7,10 x 108 
VP2 nasal 
1 4,00 x 107 
ctrl nasal 
1 > 1,26 x 109 
2 2,7 x 107 2 > 1,26 x 109 
3 > 1,26 x 109 3 > 1,26 x 109 
4 8,6 x 108 4 1,26 x 108 
5 > 1,26 x 109 5 1,86 x 108 
6 8,6 x 108 6 > 1,26 x 109 
VP2 oral 
1 > 1,26 x 109 
ctrl oral 
1 8,60 x 108 
2 1,26 x 108 2 4,00 x 108 
3 6,80 x 108 3 1,26 x 107 
4 > 1,26 x 109 4 > 1,26 x 109 
5 8,60 x 108 5 1,86 x 108 
6 4,00 x 108 6 > 1,26 x 109 
 
Tabla 3: Cuantificación de carga viral en bursa luego del desafío. Porciones de bursa de cada animal fueron 
disgregadas mecánicamente en PBS y sometidas a 3 ciclos de congelado/descongelado. Se realizaron 
diluciones seriadas al décimo de los homogenatos y se utilizaron para infectar monocapas de fibroblastos 
de embriones de pollo sembradas en placas de 96 pocillos. Luego de 4 días a 37 °C, se evaluó la presencia 
de efecto citopático en cada pocillo. El título viral fue calculado por el método de Reed & Muench (1938) y 
expresado como TCID50 por gramo de tejido. Neg: el resultado negativo corresponde a un título viral menor 
a 1.26 x 103 TCID50/g (límite inferior de detección de la técnica). 
 
 En conjunto, estos resultados demuestran que la vacunación por la vía de 
mucosas con el inmunógeno recombinante, al menos en las condiciones estudiadas, no 
fue capaz de generar una respuesta inmune protectora contra IBDV. Es posible que 
mayores niveles de VP2 y/o la adición de un adyuvante apropiado sean necesarios para 
lograr una respuesta inmune, sistémica y de mucosas, efectiva. Por otro lado, dos 
inoculaciones con el extracto de planta conteniendo 7,5 µg de VP2, y sin adyuvante, 
fueron suficientes para generar una respuesta inmune con altos títulos de anticuerpos 
anti-IBDV y actividad neutralizante que fue capaz de prevenir la entrada y/o replicación 
de IBDV en la bursa evidenciado por el bajo título viral, baja infiltración de linfocitos T y 
leve o nulo daño en este órgano.  
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4.3 OPTIMIZACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE VP2 EN PLANTAS 
 La obtención de altos niveles de proteína en plantas ha sido uno de los principales 
desafíos de este sistema de expresión. En muchos casos, las pruebas de eficacia de los 
inmunógenos se han visto afectadas debido a bajos rendimientos, especialmente en el 
caso de las vacunaciones orales cuyos esquemas requieren de mayor cantidad de 
proteína que la vacunación parenteral para generar el mismo nivel de respuesta inmune.   
 En los últimos años se han perfeccionado los vectores para la expresión transitoria 
de proteínas en plantas con el fin de maximizar los niveles de producción. Entre estos 
nuevos vectores se encuentra la serie pEAQ desarrollada en el laboratorio del Dr. 
Lomonossoff (Department of Biological Chemistry, John Innes Centre, Norwich UK) 
basada en una versión deletada del Cowpea Mosaic Virus (CPMV) con la región 5' y 3' 
UTR mutada para aumentar los niveles de traducción. Además, estos vectores contienen 
el gen que codifica para el supresor de silenciamiento p19 con el fin de inhibir el 
silenciamiento post transcripcional de la planta (Figura 19) (Sainsbury et al. 2009, Peyret 
y Lomonossoff 2013). 
 
 
 
Figura 19: El vector pEAQ. El T-ADN del vector pEAQ-HT utilizado contiene el cassette de expresión CPMVHT, 
el gen del supresor de silenciamiento p19 y el gen de resistencia a kanamicina NPTII (Peyret y Lomonossoff, 
2013). 
 Con el objetivo de aumentar los niveles de VP2 en nuestro sistema de expresión 
transitoria en N. benthamiana, se amplificó la región codificante de la VP2 madura a partir 
de pBINVP2 y se clonó entre los sitios AgeI y XhoI de pEAQ-HT de modo que la misma no 
contuviese ningún tag. Con esta construcción, la cual se denominó pEAQVP2, se 
electroporaron agrobacterias competentes. 
 Una vez obtenidas las agrobacterias recombinantes se procedió a comparar los 
niveles de VP2 alcanzados en plantas a partir de la expresión de pBINVP2 y pEAQVP2. 
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Para ello se agroinfiltraron hojas de N. benthamiana con una suspensión de agrobacterias 
(OD600=1) conteniendo uno u otro plásmido. Se cosecharon hojas a los 4, 5 y 6 días y se 
extrajeron las proteínas totales utilizando 3 volúmenes de buffer de extracción frio. Parte 
de las muestras fueron sometidas a un ensayo de Western Blot, con el fin de corroborar 
la presencia de VP2 utilizando un anticuerpo específico anti-VP2, o fueron corridas en 
geles de poliacrilamida al 12 %, teñidas con azul de Coomassie y cuantificadas con el 
programa gelpro32 para comparar los niveles de expresión de la proteína recombinante.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 En la Figura 20 se observa que los mayores niveles del antígeno alcanzados con el 
vector pEAQ fueron al cuarto día post infiltración (dpi) y estos, a su vez, resultaron ser 
entre el doble y el triple que los obtenidos con el pBINVP2. La diferencia de tamaño de la 
proteína obtenida por ambos vectores se debe a que en el vector pBINVP2 la proteína se 
encontraba fusionada a los tags de 6xHis y c-myc dando como resultado un producto de 
aproximadamente 43 kDa, mientras que en pEAQ VP2 fue clonada sin tags por lo tanto 
su tamaño fue menor (40 kDa). Como era de esperar, no se observa la expresión de VP2 
en las hojas agroinfiltradas con pEAQGFP (control negativo). Por lo tanto, en todos los 
experimentos subsiguientes se utilizó la construcción pEAQVP2 y se cosecharon las hojas 
agroinfiltradas a los 4 dpi para la obtención del inmunógeno. 
Figura 20: Expresión transitoria de VP2 en N. benthamiana. Las hojas agroinfiltradas con pBINVP2 o 
pEAQVP2 fueron cosechadas a los 4, 5 y 6 días post infiltración (dpi) y procesadas con 3 volúmenes de 
buffer de extracción. Las proteínas fueron separadas en un SDS-PAGE 12 %. A. Western blot para la 
identificación de la proteína VP2 recombinante utilizando un suero policlonal anti-VP2. B. Comparación 
de la expresión de VP2 en gel teñido con azul de Coomassie. MM: Marcador de peso molecular.  
B A 
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4.4 OBSERVACIÓN DE PARTÍCULAS SUBVIRALES  
 Se ha demostrado la formación espontánea de SVP cuando VP2 es expresada en 
sistemas heterólogos tales como E. coli, levaduras y baculovirus/células de insecto, pero 
hasta el momento no se había reportado la formación de estas estructuras en plantas. 
Previamente, se había intentado observar la presencia de SVP en el extracto de hojas 
agroinfiltradas con pBINVP2 sin éxito. Sin embargo, alentados por el hecho de que con el 
vector pEAQ se alcanzaban altos niveles de VP2 y que la misma había sido clonada sin 
tags que pudieran afectar la formación de partículas subvirales, se decidió estudiar 
nuevamente si éstas eran capaces de ensamblarse espontáneamente en N. benthamiana.  
 Para esto se aplicó un método simple y rápido de semipurificación adaptado de 
Peyret (2015) y basado en la ultracentrifugación a través de un doble colchón de sacarosa 
25 y 70 % y posterior diálisis. Todos los pasos de la semipurificación y las distintas 
fracciones fueron analizados por Western Blot y gel teñido con azul de Coomasie para 
detectar la presencia de VP2. En la Figura 21 se observa tanto en el WB como en la tinción 
con Coomassie una banda de aproximadamente 40 kDa correspondiente al monómero 
de VP2 en todas las fracciones de la ultracentrifugación. Las fracciones de la interfase y 
colchón 70 %, donde se encontraban las proteínas concentradas, se juntaron y se 
dializaron. Además de limpiar los restos de sacarosa, la diálisis logró eliminar la mayoría 
de las proteínas contaminantes de la muestra, en especial la rubisco (55 kDa) que se 
encontraba presente en gran cantidad. Esto no puede explicarse por el tamaño del poro 
de la membrana utilizada ya que ésta tenía un cutoff de 12-14 kDa que impediría el paso 
de proteínas de mayor tamaño a través de la misma. Sin embargo, es posible que la mayor 
parte de las proteínas solubles presentes en la muestra se hayan degradado durante el 
proceso de diálisis mientras que esto no sucedió con VP2 debido a que la misma estaba 
formando partículas de mayor estabilidad.  
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La muestra dializada se tiñó con ácido fosfotúngstico 2 % y se observó al 
microscopio electrónico de transmisión encontrándose partículas esféricas de tamaño 
homogéneo de aproximadamente 20 nm de diámetro ( 
FIGURA 22). Algunas de ellas presentan un core teñido que indica la ruptura de las 
mismas. Si bien aún no se ha podido realizar un ensayo de inmunomarcación con oro en 
el cual se identifiquen las SVP de manera específica con anticuerpos anti-VP2, inferimos 
que, dado que se obtuvo un alto grado de purificación y se observaron partículas al 
TEM, dichas partículas están formadas por VP2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B A 
Figura 21: Concentración y semipurificación de partículas subvirales. Las hojas agroinfiltradas con pEAQVP2 
fueron procesadas con 3 volúmenes de PBS frío y el extracto crudo (EC) fue sembrado sobre un doble 
colchón de sacarosa 25 y 70 %. Se tomaron muestras de las distintas fracciones resultantes de la 
ultracentrifugación (sobrenadante (Sn), la interfase entre la sacarosa 25 y 70 % (Int) y el colchón de 
sacarosa (70 %)) y de la muestra dializada (D) y se resolvieron en SDS-PAGE 12 % para analizarlas por WB 
(A) y tinción de Coomasie (B). MM: Marcador de peso molecular; CP: control positivo correspondiente a 
una muestra de VP2; CN: control negativo correspondiente a un extracto de planta conteniendo GFP que 
fue sometido al mismo proceso de semipurificación. 
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Figura 22: Observación de SVP por microscopía electrónica de transmición (TEM). Las partículas 
subvirales fueron semipurificadas a partir de hojas de N. benthamiana agroinfiltradas con pEAQVP2 por 
un método de ultracentrifugación y posterior diálisis. La muestra fue teñida con ácido fosfotúngstico 2 % 
y observada al microscopio electrónico CM 200, PHILIPS. La escala de la barra de la figura mayor es de 
200nm. 
 
 Estos resultados demuestran por primera vez que la VP2 madura expresada en N. 
benthamiana es capaz de ensamblarse espontáneamente formando partículas 
subvirales. 
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4.5 EFECTO DEL AUMENTO DE LA DOSIS DEL INMUNÓGENO RECOMBINANTE POR VÍA 
ORAL  
Resultados del laboratorio mostraron que las SVP son muy estables a un amplio 
rango de temperaturas durante períodos de tiempo prolongados (Cassani 2017). Este 
hecho sumado a que se ha observado que son muy estables a distintos pH (Taghavian 
et al. 2012), con lo cual podrían ser más resistentes a la degradación estomacal, nos 
alentó a ensayar nuevamente la vía oral pero con una concentración mayor del antígeno. 
Para esto se establecieron los siguientes grupos experimentales de 6 animales cada uno: 
1. VP2 im./im.: inoculación con VP2 en un esquema dosis/refuerzo por vía 
intramuscular. 
2. VP2 im./oral: inoculación con VP2 en un esquema dosis/refuerzo por vía 
intramuscular y luego oral. 
3.  VP2 oral/oral: inoculación con VP2 en un esquema dosis refuerzo por vía oral. 
4. Control: inoculación en un esquema dosis refuerzo im./im (n=2), im./oral (n=2) u 
oral/oral (n=2) con GFP. 
 El material para las vacunaciones de los grupos fueron extractos concentrados de 
hojas agroinfiltradas con la construcción pEAQVP2 o pEAQGFP como control negativo. 
Para esto se extrajeron las proteínas totales con PBS y se concentraron por 
ultracentrifugación.  
  Previo al inicio del experimento se verificó la presencia de VP2 en la muestra por 
WB y se estimó su concentración en aproximadamente 120 ng/µl por comparación con 
una curva estándar de BSA en un gel de poliacrilamida, seguido de una tinción con azul 
de Coomassie y cuantificación de las intensidades de las bandas utilizando el programa 
gelpro32 (Figura 23).  
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 Pollos de 15 días de edad se inocularon por la vía intramuscular con 250 µl del 
inmunógeno recombinante concentrado (30 µg de VP2) o por vía oral con 500 µl del 
mismo (60 µg de VP2) a los 0 y 14 días por las vías indicadas según los grupos. Tres 
semanas después del refuerzo, los pollos fueron desafiados por vía oral con 500 µl de 
IBDV cepa Winterfield (6,3 x 109 TCID50/ml). Cinco días luego del desafío se sacrificaron 
los animales y cada bursa fue removida para el análisis de poblaciones celulares por 
citometría de flujo, histopatología y aislamiento viral. A continuación, se muestra el 
esquema de sangrías, inoculaciones y eutanasia realizadas durante el ensayo. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23: Expresión transitoria de VP2 en N. benthamiana. Las hojas agroinfiltradas con pEAQVP2 o pEAQGFP 
fueron procesadas con 3 volúmenes de PBS, el extracto concentrado por ultracentrifugación y las proteínas 
separadas en SDS-PAGE 12 %. A. Western blot para la identificación de la proteína VP2 recombinante utilizando 
un suero policlonal anti-VP2. B. Cuantificación de la expresión de VP2 en el extracto vegetal por comparación 
con una curva estándar de BSA (ng/µl) en un gel teñido con azul de Coomasie. MM: marcador de peso 
molecular. 
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4.5.1 EVALUACIÓN DE LA RESPUESTA HUMORAL 
 Los plasmas obtenidos de las sangrías exploratorias realizadas en las fechas 
indicadas fueron analizados utilizando un kit comercial de ELISA para evaluar la presencia 
de anticuerpos específicos contra IBDV. Títulos superiores a 396 fueron considerados 
positivos según las instrucciones del fabricante.  
En la Figura 24 se observa que todos los animales que recibieron la primera 
inoculación por vía intramuscular desarrollaron una respuesta humoral específica luego 
del refuerzo a los 14 dpi, independientemente de si éste fue por vía oral o intramuscular. 
Incluso 4 animales resultaron positivos para la presencia de anticuerpos anti-IBDV 
después de una sola dosis im. Sólo un animal de los seis que fueron inoculados dos veces 
por vía oral desarrolló una respuesta de anticuerpos específicos contra IBDV. Como era 
de esperar, en el grupo control no se detectaron anticuerpos específicos contra el virus. 
También se realizó un ensayo de seroneutralización con los plasmas obtenidos a 
los 30 dpi (Figura 25). Los niveles de anticuerpos neutralizantes en el grupo VP2 im./oral 
resultaron bastante heterogéneos, incluso algunas de las muestras tuvieron títulos más 
bajos de los esperados (32). Sin embargo, al igual que los títulos observados en el grupo 
VP2 im./im., que fueron más altos y homogéneos entre sí, éstos resultaron 
significativamente mayores a los del control negativo en donde no se detectó la presencia 
de anticuerpos. En el grupo VP2 oral/oral sólo el animal que había resultado positivo para 
anticuerpos anti-IBDV con el kit de ELISA (Figura 24) tuvo un título alto de anticuerpos 
neutralizantes (512), mientras que los otros animales mostraron niveles bajos o nulos. 
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Figura 24: Evaluación de anticuerpos anti-IBDV en plasma por ELISA. Los animales fueron vacunados a los 0 
y 14 días con extracto de planta conteniendo VP2, o GFP (grupo control) en esquemas dosis/refuerzo 
im./im. Im./oral u oral/oral. La figura muestra los títulos individuales de los animales de cada grupo a lo 
largo del tiempo y el promedio de los mismos (línea negra). Títulos mayores al punto de corte (396) fueron 
considerados positivos 
 
im ./ im . im ./ o r a l o r a l/ o r a l co n t r o l
1
4
1 6
6 4
2 5 6
1 0 2 4
4 0 9 6
T
ít
u
lo
 d
e
 a
n
ti
c
u
e
rp
o
s
 n
e
u
tr
a
li
z
a
n
te
s
 p
a
ra
 I
B
D
V
G ru p o s
 
Figura 25: Evaluación de anticuerpos neutralizantes contra IBDV. Los sueros de los animales de los distintos 
grupos obtenidos a los 30 dpi fueron sometidos a un ensayo de seroneutralización. La figura muestra los 
títulos individuales de cada grupo, expresados como la inversa de la última dilución que previno la aparición 
de efecto citopático, y la mediana de los mismos. Los grupos experimentales fueron comparados con el 
grupo GFP utilizando el test estadístico Kruskal-Wallis. *p<0,05; **p<0,01.  
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4.5.2 EVALUACIÓN DE POBLACIONES CELULARES EN BURSA 
 Nuevamente se analizaron las poblaciones celulares presentes en la bursa luego 
de la infección con IBDV. En la Figura 26 se observa que luego del desafío viral, los pollos 
que fueron inoculados con VP2 en un esquema im./im. o im./oral presentaron una 
infiltración de linfocitos T en bursa significativamente menor (de 0,6 a 2,2 veces de 
incremento de células CD3+CD4+ y de 0,4 a 4,4 para los linfocitos CD3+CD8ab+) con 
respecto a los animales del grupo control (de 10,8 a 19,9 veces de incremento de 
CD3+CD4+ y de 59,3 a 129 para los CD3+CD8ab+). Sin embargo, aquellas aves que 
recibieron el inmunógeno por vía oral únicamente presentaron niveles heterogéneos de 
infiltración. La mitad de estos animales tenían niveles de linfocitos T similares a los otros 
dos grupos que habían sido inmunizados con VP2, mientras que los otros 3 tenían niveles 
de infiltración similares al grupo control. 
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Figura 26: Evaluación de poblaciones celulares en bursa por citometría de flujo. Se aislaron leucocitos de las 
bursas de los animales desafiados, se marcaron con anticuerpos específicos y se analizaron por citometría 
de flujo. Los resultados están expresados como el incremento de cada muestra con respecto a valores de 
animales no desafiados y la mediana de infiltración dentro de cada grupo. Los grupos experimentales 
fueron comparados con el grupo control utilizando el test estadístico Kruskal-Wallis. *p<0,05; **p<0,01. 
 
4.5.3 OBSERVACIÓN MACROSCÓPICA E HISTOLÓGICA DE LA BURSA 
 Luego del desafío todos los animales de los grupos VP2 im./im. e im./oral 
mostraron bursas sin particularidades macroscópicas  (Figura 27B y C respectivamente) 
similares a las de los pollos no infectados con IBDV (Figura 27A). Si bien algunas bursas 
del grupo vacunado oralmente con VP2 se encontraban sanas (Figura 27D), la mayoría 
presentaban color amarillento y principio de hemorragias (Figura 27E) al igual que las del 
grupo control (Figura 27F).  
** 
** 
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Figura 27: Observación macroscópica de la BF. Los animales fueron sacrificados cinco días después del 
desafío y sus bursas fueron removidas. La figura muestra bursas representativas de animales sin desafiar 
(A), de animales del grupo im./im. (B), im./oral (C), una bursa sana y una afectada del grupo oral/oral (D y 
E respectivamente) y del grupo control (F). 
 
Por otro lado, secciones de bursas fueron teñidas con hematoxilina/eosina y 
observadas al microscopio. Según las lesiones observadas, se les asignó a las mismas un 
valor de score comprendido entre 1 y 4, en el cual 1 corresponde a bursas sin 
particularidades y 4 corresponde a las bursas más afectadas. En la Figura 28 se muestran 
los scores obtenidos dentro de cada grupo e imágenes representativas de bursas 
correspondientes a cada clasificación.      
En concordancia con lo que se observó a nivel macroscópico, todas las bursas de 
los grupos im./im. e im./oral se encontraban sanas (score 1) luego del desafío viral. Dentro 
del grupo oral/oral la mayoría de las bursas se encontraban bastante afectadas, tres de 
ellas presentaron score 3 y una presentó score 4; sin embargo, 2 bursas de este grupo 
tuvieron lesiones leves o nulas. Tal como era de esperar, las bursas del grupo control 
estaban severamente afectadas, clasificando la mayoría dentro del score 4. 
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Grupos Lesiones histopatológicas de la bursa 
 score 1 score 2 score 3 score 4 
im./im. 6 0 0 0 
im./oral 6 0 0 0 
oral/oral 1 1 3 1 
control 0 0 2 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 28: Lesiones histopatológicas de la BF. Porciones de bursas de los animales desafiados fueron 
embebidas en parafina, teñidas con hematoxilina/eosina y observadas al microscopio óptico. Según las 
lesiones observadas, se les asignó a las mismas un valor de score comprendido entre 1 y 4. Score 1: sin 
particularidades; Score 2: disminución de hasta el 30 % de linfocitos con incremento de los repliegues de la 
mucosa y formación de quistes intraepiteliales; Score 3: disminución de entre el 30 y 70 % de linfocitos en 
la corteza con la mucosa replegada y formación de quistes intrafoliculares; Score 4: disminución de más del 
70 % de linfocitos en la corteza con necrosis de los folículos o fibrosis. A. La tabla muestra el número de 
animales que clasifica dentro de cada score en los distintos grupos. B. Fotos representativas de bursas 
correspondientes a cada score. La barra negra representa 200 µm 
  
4.5.4 CUANTIFICACIÓN DE CARGA VIRAL EN BURSA 
 En el recuento de partículas virales en la bursa luego del desafío se observó que 
en 5 de los 6 animales del grupo im./im. y en todos los animales del grupo im./oral no se 
detectó la presencia de virus. En cambio, en el grupo oral/oral en 4 de las bursas se 
encontraron títulos virales comprendidos entre 104 y 106, similares a los obtenidos en el 
grupo control. En dos de los animales del grupo oral/oral no se detectó la presencia de 
IBDV, y coincidentemente, estos eran aquellos que tenían las bursas menos afectadas, 
con score 1 y 2. Además, uno de estos pollos era aquel que había resultado positivo para 
anticuerpos específicos y neutralizantes para IBDV.       
 
A 
Score 
Score 1 Score 2 
Score 3 Score 4 
B 
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Grupo Individuo TCID50 / g Grupo Individuo TCID50 / g 
Im./im. 
1 Neg 
oral/oral 
1 1,26 x 104 
2 Neg 2 1,26 x 105 
3 1,26 x 104 3  Neg 
4 Neg 4 7,10 x 106 
5 Neg 5 1,26 x 104 
6 Neg 6 Neg 
Im./oral 
1 Neg 
control 
1 4,00 x 103 
2 Neg 2 2,25 x 104 
3 Neg 3 1,86 x 106 
4 Neg 4 9,34 x 104 
5 Neg 5 4,00 x 105 
6 Neg 6 1,86 x 107 
 
Tabla 4: Cuantificación de carga viral en bursa luego del desafío. Porciones de bursa de cada animal fueron 
disgregadas mecánicamente en PBS y sometidas a 3 ciclos de congelado/descongelado. Se realizaron 
diluciones seriadas al décimo de los homogenatos y se utilizaron para infectar monocapas de FEPS 
sembradas en placas de 96 pocillos. Luego de 4 días a 37 °C, se evaluó la presencia de efecto citopático en 
cada pocillo. El título viral fue calculado por el método de Reed & Muench (1938) y expresado como TCID50 
por gramo de tejido. Neg: el resultado negativo corresponde a un título viral menor a 1.26 x 103 TCID50/g 
(límite inferior de la técnica). 
 
 Estos resultados demuestran que la administración oral del inmunógeno es 
efectiva como refuerzo cuando es dado luego de una primera inoculación intramuscular 
pero no cuando ambas dosis son administradas por esta vía. A pesar de haber aumentado 
8 veces la cantidad de antígeno utilizado en la inmunización con respecto al experimento 
anterior (ver sección 4.1) sólo 2 de 6 pollos del grupo oral/oral resultaron total o 
parcialmente protegidos frente al desafío. Es posible entonces que sea necesario 
aumentar aún más la dosis, cambiar el esquema de inmunización y/o adicionar un 
adyuvante apropiado para obtener una respuesta inmune protectora homogénea.  
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4.6 NUEVO INMUNÓGENO COMO ALTERNATIVA A LA VACUNA INACTIVADA 
 Los programas de vacunación contra IBDV en las granjas consisten de 1 o 2 dosis 
de vacunas vivas atenuadas, seguido de una dosis refuerzo de vacuna inactivada en el 
caso de las gallinas reproductoras. El refuerzo se aplica previo a la postura con el fin de 
lograr la transmisión de niveles altos y homogéneos de anticuerpos a la descendencia, 
para su protección durante las primeras semanas de vida. Dadas las desventajas de las 
vacunas inactivadas ya descriptas en la sección 1.3.3.1, se quiso estudiar la eficacia de 
nuestro inmunógeno como vacuna a subunidad para las gallinas de producción avícola a 
través del estudio de los títulos y la cinética de los anticuerpos maternales en la 
descendencia. Con este fin se utilizaron gallinas ponedoras de la raza Plymouth Rock 
Barrada que habían recibido dos dosis de vacuna viva atenuada contra IBDV según el 
esquema tradicional de vacunación a las 4 y 7 semanas de edad. A las 18 semanas, y antes 
del comienzo del período de postura, 60 gallinas fueron separadas al azar en 3 grupos 
experimentales e inoculadas intramuscularmente como se detalla a continuación: 
1. Sin refuerzo: no recibieron refuerzo (control negativo). 
2. VP2: 500 µl del inmunógeno recombinante (30 µg de VP2) por vía im. 
3. Vac. inactivada: una dosis de vacuna inactivada comercial por vía im. (control 
positivo). 
 Al igual que en el resto de los experimentos, previamente al inicio del mismo, se 
verificó la presencia de VP2 en la muestra por WB y se estimó su concentración en 
aproximadamente 60 µg/µl. 
Las gallinas fueron sangradas previamente a la inmunización y a las 3, 9 y 28 
semanas post refuerzo (spr) para estudiar si el refuerzo resultó efectivo en aumentar los 
niveles de anticuerpos específicos de las mismas. A las 12 spr se recolectaron huevos 
fértiles de las gallinas de cada grupo y se incubaron por separado. Se realizaron sangrías 
exploratorias durante 4 semanas a parte de la progenie de cada grupo para estudiar la 
inmunidad pasiva. A continuación, se muestra el esquema de sangrías, inoculaciones y 
eutanasia realizadas durante el ensayo. 
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4.6.1 RESPUESTA HUMORAL EN GALLINAS 
  Los sueros obtenidos de las sangrías exploratorias realizadas en las fechas 
indicadas fueron analizados con un ELISA desarrollado en nuestro laboratorio utilizando 
SVP de IBDV como antígeno adherido a la placa (Cassani 2017). La Figura 29 muestra los 
resultados obtenidos en cada grupo a lo largo del tiempo. La línea punteada indica el 
promedio de sueros negativos para la presencia de anticuerpos anti-VP2 más 2 veces el 
desvío estándar.   
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Fig. 29. Evaluación de anticuerpos anti-VP2 por ELISA. Gallinas de producción de 18 semanas fueron 
vacunadas con el inmunógeno recombinante, con una vacuna inactivada o no recibieron ninguna 
inoculación. Las mismas fueron sangradas previamente y a las 3, 9 y 28 semanas post refuerzo (spr) y se 
evaluó la presencia de anticuerpos anti-VP2 en los sueros a través de un ELISA indirecto. Cada columna 
representa el promedio ± D.E. de la absorbancia a 405nm de cada grupo a los distintos tiempos evaluados. 
La línea punteada indica el promedio de sueros negativos para la presencia de anticuerpos anti-IBDV más 
2 veces el desvío estándar. Test estadístico: ANOVA 2 factores. *** p<0,001 con respecto a valores 
prevacunación dentro de cada grupo; ### p<0,001 o ## p<0,01 con respecto a valores del mismo tiempo 
del grupo sin vacunar. 
 
 
*** *** *** *** 
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 En las gallinas que recibieron un refuerzo con la vacuna comercial o con VP2 
recombinante se produjo un aumento significativo de los niveles de anticuerpos 
específicos contra VP2 debido a la vacunación. Estos niveles fueron similares en ambos 
grupos y se mantuvieron constantes durante al menos 9 semanas. A medida que fue 
transcurriendo el tiempo los niveles de anticuerpos fueron disminuyendo. Por el 
contrario, los niveles de anticuerpos de aquellas gallinas que no recibieron refuerzo no 
se modificaron a lo largo del tiempo evaluado, y fueron significativamente menores a los 
de los otros dos grupos en todos los tiempos post refuerzo evaluados. Estos resultados 
demuestran que el inmunógeno recombinante es igual de efectivo que la vacuna 
comercial como refuerzo para aumentar la respuesta humoral de gallinas de postura. 
 
4.6.2 RESPUESTA HUMORAL EN LA PROGENIE 
 Para la medición de los anticuerpos específicos contra IBDV de los pollitos nacidos 
de cada grupo de gallinas se utilizó el kit comercial de ELISA que permite obtener títulos 
de anticuerpos a partir de la absorbancia de manera estandarizada. Se analizaron entre 
30 y 40 sueros por grupo a lo largo de las primeras 4 semanas de vida. La Figura 30A 
muestra el porcentaje de pollitos BB que resultaron positivos para la presencia de 
anticuerpos anti-IBDV en los tiempos evaluados, mientras que en la Figura 30B se grafica 
el título individual de anticuerpos de los sueros positivos. 
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Figura 30: Evaluación de anticuerpos anti-IBDV en plasma por ELISA. Los pollitos BB nacidos de los grupos de 
gallinas que recibieron un refuerzo con el inmunógeno recombinante (VP2), con una vacuna comercial (V. 
inact) o que no recibieron ninguna inoculación (Sin rzo.) fueron sangrados semanalmente durante 4 
semanas y los sueros fueron analizados con un ELISA comercial. A. Porcentaje de pollitos positivos para la 
presencia de anticuerpos anti-IBDV. Aquellos animales con títulos de anticuerpos > a 396 fueron 
considerados positivos según las instrucciones del fabricante. A la cuarta semana todos los animales 
resultaron negativos. Test estadístico Chi-Cuadrado. B. Títulos individuales y promedio (línea negra) de 
anticuerpos de aquellos sueros que resultaron positivos en cada grupo a lo largo del tiempo. Test 
estadístico: ANOVA de 1 factor.  *** p<0,001; **p<0,01; *p<0,05. 
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A los 7 días la mayoría de los pollitos BB nacidos de los tres grupos de gallinas 
resultaron positivos para la presencia de anticuerpos específicos anti IBDV (el 85, 91 y 97 
% para los grupos sin refuerzo, VP2 y vac. inactivada, respectivamente). Sin embargo, al 
comparar los títulos de anticuerpos, los del grupo sin refuerzo resultaron 
significativamente menores a los otros dos grupos (Figura 30B). A los 14 días, sólo 8 
animales de 30 del grupo sin refuerzo presentaron anticuerpos específicos mientras que 
22 pollos del grupo VP2 y 26 del vac. inactivada seguían resultando positivos. Los títulos 
de estos dos grupos resultaron significativamente mayores que los obtenidos en el grupo 
sin refuerzo. A los 21 días habían decaído los anticuerpos específicos en la mayoría de los 
animales y a la cuarta semana todos resultaron negativos. En ninguno de los tiempos 
evaluados se observaron diferencias significativas en el porcentaje de 
positividad/negatividad ni en los títulos de anticuerpos entre los grupos VP2 y vac. 
inactivada. 
Estos resultados demuestran que los anticuerpos maternos transferidos a la 
progenie de las gallinas inoculadas con el inmunógeno recombinante tuvieron títulos y 
cinética equivalentes a los anticuerpos transmitidos a la descendencia de las gallinas que 
recibieron la vacuna comercial. 
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5. DISCUSIÓN 
El Virus de la enfermedad infecciosa de la bursa fue identificado por primera vez 
hace más de 50 años; sin embargo, sigue constituyendo una importante amenaza en la 
industria avícola a nivel mundial causando significativas perdidas económicas (Zachar 
et al. 2016). El control de la enfermedad de Gumboro en las granjas de producción avícola 
se efectúa a través de dos mecanismos muy importantes, la bioseguridad y la vacunación. 
La estrategia de vacunación habitual para hacer frente a esta enfermedad se basa en la 
hiperinmunización de las gallinas reproductoras con vacunas inactivadas, para lograr que 
los anticuerpos neutralizantes pasen al huevo y protejan a la descendencia durante las 
primeras semanas de vida; y la posterior vacunación de la progenie, una vez que los 
niveles de anticuerpos maternos decayeron, con vacunas vivo-atenuadas (Van Den Berg 
et al. 2000, Chanie y Kegne 2014). Sin embargo, las vacunas tradicionales utilizadas 
presentan diversas desventajas debido a su naturaleza viral. En consecuencia, la 
necesidad mundial de producir vacunas que sean seguras y económicas con un mínimo 
de requerimientos de manufactura y procesamiento, así como el devenir de la 
biotecnología, han promovido el desarrollo de alternativas eficientes a las vacunas 
basadas en virus. Entre estas alternativas se encuentra el empleo de plantas como 
sistema de producción de proteínas de valor terapéutico.  
En el presente trabajo se eligió como plataforma para el desarrollo de una vacuna 
recombinante contra IBD, la expresión transitoria de VP2 en Nicotiana benthamiana. Se 
caracterizó el antígeno y se evaluó la inmunogenicidad y capacidad protectora del mismo 
tras la inoculación por distintas vías tanto en pollos libres de patógenos específicos como 
en aves de producción. 
 
5.1 N. BENTHAMIANA COMO PLATAFORMA DE EXPRESIÓN PARA VP2 
La utilización de plantas como biofábricas para la producción de proteínas 
recombinantes de interés humano y veterinario, concepto conocido como molecular 
farming, comenzó hace más de 30 años (Barta et al. 1986). En ese entonces, una de las 
metas perseguidas era la obtención de vacunas económicas que pudiesen ser 
administradas a través de la ingestión del material vegetal. Si bien hoy en día se abandonó 
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en parte el ideal de las vacunas comestibles, las plantas siguen representando un 
atractivo sistema de expresión de antígenos (Rybicki 2009). Las principales ventajas que 
ofrecen las plantas como biorreactores son el bajo costo asociado a la generación de 
biomasa, la capacidad ilimitada de escalado, la ausencia de contaminación con patógenos 
animales o endotoxinas (Thomas et al. 2011, Hongli et al. 2013, Chen y Davis 2016)  y la 
factibilidad de almacenar la proteína de interés en tejidos donde las mismas sean estables 
a temperatura ambiente evitando la refrigeración (Streatfield y Howard 2003, Lau y Sun 
2009, Boothe et al. 2010). Por otro lado, las desventajas de este sistema de expresión, en 
comparación con otras plataformas, han estado asociadas al rendimiento de la proteína 
recombinante y al tiempo de desarrollo de las plantas transgénicas. Se ha estimado que 
para que las plantas transgénicas puedan competir con otros sistemas de expresión, 
deben cumplir con un nivel mínimo de producción de la proteína recombinante de 
alrededor del 1 % con respecto de las proteínas solubles totales (PST) del extracto de la 
hoja (Rybicki 2009). Otra estimación más reciente del mismo autor sugiere que, por 
ejemplo, un anticuerpo recombinante producido en plantas debería tener como mínimo 
un rendimiento de 50 μg por gramo de tejido fresco (TF), para que sea factible su 
purificación a escala comercial (Rybicki 2010).  
En este trabajo de tesis mediante la utilización del vector pEAQ optimizado para 
la alta expresión transitoria de proteínas recombinantes en plantas, se logró obtener 180 
µg de VP2/g de TF. Este valor duplica las cantidades de VP2 que se obtenían en el 
laboratorio con la construcción pBINVP2 (Lucero et al. 2016). A su vez, estos niveles de 
VP2 son más altos que los obtenidos en hojas de Arabidopsis thaliana (Wu et al. 2004a), 
en donde, si bien los autores reportan la obtención de plantas transgénicas en las cuales 
VP2 representa entre el 0,5 y el 4,8 % de las PST, la masa real de antígeno obtenido en la 
línea de mayor expresión es de aproximadamente 10 µg/g de TF. Esto no es 
sorprendente, ya que está ampliamente documentado que los niveles de producción de 
proteínas heterólogas logrados por expresión transitoria suelen ser mayores que los 
obtenidos en plantas transgénicas nucleares. De hecho, Taghavian (2013) reportó la 
obtención de 160 µg de VP2 citoplasmática/g de TF de hojas de tabaco agroinfiltradas, 
mientras que las líneas transgénicas generadas con la misma construcción tuvieron 
rendimientos de 10-20 µg de VP2/g de TF. Hasta el momento, los mayores niveles de VP2 
alcanzados en plantas fueron en granos de arroz transgénico donde se logró obtener 
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56,12 µg de VP2 por grano de arroz, lo cual equivale aproximadamente a 2 mg/g de 
granos (Wu et al. 2007). La utilización de un promotor fuerte específico de semilla (Gt1), 
junto con la baja actividad de proteasas y contenido de agua en los granos de arroz, 
pueden explicar los niveles de acumulación tan altos.  
Los niveles de expresión de VP2 mencionados siguen siendo menores a los 
obtenidos generalmente en otros sistemas como bacterias o levaduras donde se han 
reportado los mayores rendimientos (0,5 g y 1,178   g de VP2/l de cultivo de P. pastoris y 
E. coli respectivamente) (Pitcovski et al. 2003, Rong et al. 2007); sin embargo, gracias a la 
capacidad ilimitada de escalado y al bajo costo asociado al sistema de producción, las 
plantas tienen la potencialidad de proveer abundante biomasa para acumular niveles 
suficientes de proteína antigénica, incluso aunque los niveles de expresión no sean muy 
altos. Por ejemplo, se ha estimado que aproximadamente una hectárea de tabaco 
sembrado, ya sea a campo o en un invernadero, podría producir alrededor de 10 kg de la 
proteína de interés considerando una acumulación de 0,1 g de la misma/kg de TF 
(Kolotilin et al. 2014).  
La elección de sistemas de expresión transitoria en lugar de estable no sólo está 
relacionada a los mayores rendimientos de proteína que se pueden obtener, sino 
también a que los tiempos de producción y obtención del antígeno son significativamente 
más cortos. La generación de líneas transgénicas que expresen cantidades adecuadas del 
inmunógeno de interés es muy laboriosa y puede llevar muchos meses. Es esencial que 
cualquier sistema de producción de vacunas sea capaz de responder rápidamente frente 
a un incremento repentino de la demanda (Twyman et al. 2003). Esto es especialmente 
importante en el caso de las vacunas para IBDV ya que es común la aparición de nuevas 
cepas virales debido a mutación, recombinación o reassorment (Boudaoud et al. 2016, 
Rautenschlein y Alkie 2016). Una de las dificultades para lograr vacunas vivas atenuadas 
de alta eficacia para Gumboro está relacionada a la complicación de adaptarlas 
rápidamentes al cultivo celular para cubrir la emergencia de cepas variantes o muy 
virulentas del virus (Saif 2004, Boudaoud et al. 2016). Alternativamente, se pueden 
amplificar cepas no adaptadas a cultivo en huevos embrionados o en pollos SPF, a lo 
cuales se los sacrifica y remueve la bursa posteriormente, pero esto implica un mayor 
tiempo y complejidad de producción, así como un costo más elevado. En este sentido, las 
estrategias basadas en la expresión transitoria en plantas que permiten el rápido 
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reemplazo del gen vp2 con bajos costos de manufactura, resultan muy apropiados para 
lidiar con ese escenario.   
En los últimos años Nicotiana benthamiana se ha convertido en una de las plantas 
preferidas para la expresión transitoria de proteínas recombinantes debido a que 
presenta una serie de características favorables como la facilidad de agroinfiltración e 
infección con componentes virales, rápido crecimiento y una larga historia de uso 
experimental (Sheludko et al. 2007, Goodin et al. 2008). Además, dado que esta 
plataforma de expresión se basa en la agroinfiltración de hojas, se reduce 
significativamente la potencial fuga de genes al medio ambiente a través del polen o la 
dispersión de semillas (Shah et al. 2013). Por otra parte, N. benthamiana es un cultivo no 
alimenticio, lo cual miniminiza el riesgo de que las proteinas recombinantes ingresen a la 
cadena alimentaria (Twyman et al. 2003). Por todas estas razones, N. bethamiana suele 
ser la planta modelo elegida para la producción de proteínas heteólogas de forma 
transitoria.  
Finalmente, además de las ventajas ya enumeradas, otro beneficio que presentan las 
plantas como sistema de expresión es la capacidad de producir moléculas complejas que 
conservan el plegamiento y ensamblado original. La formación de numerosas VLP a partir 
de la expresión heteróloga de proteínas virales ha sido reportada en este sistema (Santi 
et al. 2006, Scotti y Rybicki 2013, Marsian y Lomonossoff 2016). En los últimos años las 
VLP han generado gran interés debido a su potencial aplicación como desarrollos 
vacunales. Estas son estructuras nanoméricas, robustas y simétricas que carecen de 
genoma. Por lo tanto, mimetizan la estructura del virus nativo siendo muy inmunogénicas 
pero no replicativas y, consecuentemente, seguras como herramienta vacunal (Spohn y 
Bachmann 2008). Las VLP han demostrado una fuerte inmunogenicidad debido a la 
estabilidad y multivalencia del antígeno presentado (Zeltins 2013).  
Como se mencionó anteriormente, en el caso de IBDV, se ha observado la formación 
de VLP o SVP al expresar la poliproteína o VP2 madura en sistemas heterólogos tales 
como E. coli (Chen et al. 2005), levaduras (Taghavian et al. 2013, Wang et al. 2016) y 
baculovirus/células de insecto (Wang et al. 2000, Martinez-Torrecuadrada et al. 2003, Ho 
et al. 2010, Jackwood 2013, Lee et al. 2015). Muchas de estas estructuras fueron 
ensayadas como vacunas en pollos y resultaron ser efectivas cuando fueron adyuvadas e 
inoculadas por vía parenteral, incluso utilizando bajas concentraciones en dosis únicas.  
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Hasta el momento no ha habido reportes de la formación de partículas de IBDV en 
plantas. En nuestro laboratorio, realizamos varios intentos de purificación de SVP para 
poder visualizarlas al microscopio electrónico. Sin embargo, sólo fuimos capaces de 
observarlas cuando cambiamos el vector de expresión pBINVP2 por el pEAQVP2. Una 
explicación podría ser que los tags de 6xHis y c-myc fusionados al extremo carboxi-
terminal de VP2 expresada a partir de pBIN hayan interferido con el autoensamblado de 
la misma. También es posible que simplemente la concentración de partículas alcanzada 
utilizando el vector pBINVP2 haya sido insuficiente para detectar SVP en los campos 
analizados. El cambio de vector de expresión resultó en mayores niveles de VP2 madura 
sin tags y permitió la observación de SVP utilizando un protocolo de purificación simple y 
rápido basado en la ultracentrifugación en doble colchón de sacarosa. Este es el primer 
reporte exitoso de semipurificación y observación de SVP de IBDV en plantas. Es 
importante aclarar que si bien proponemos que las SVP se están formando dentro de la 
planta y no durante el proceso de purificación, deberían realizarse otras técnicas como 
inmunhistoquímica de tejido vegetal para confirmar la presencia de las SVP in situ. Por 
resultados observados en nuestro laboratorio sabemos que las SVP obtenidas son 
estables durante al menos un mes a temperatura ambiente y a 37 °C y al menos dos 
meses a 4°C (Cassani 2017). También observamos que las mismas mantuvieron los 
epitopes conformacionales del virión debido a que fueron capaces de ser reconocidas 
por anticuerpos anti-IBDV y, a su vez, despertar una respuesta humoral cuando fueron 
inoculadas en pollos (manuscrito en preparación).  
Dadas las razones previamente enunciadas, creemos que la expresión transitoria en 
N. benthamiana representa una plataforma adecuada y promisoria para la obtención de 
nuestro antígeno recombinante. 
 
5.2 DESEMPEÑO DEL INMUNÓGENO RECOMBINANTE EN EL HOSPEDADOR NATURAL 
 Con el fin de evaluar si nuestro antígeno recombinante tenía la potencialidad de 
ser un buen candidato vacunal para la enfermedad de Gumboro, se realizaron varios 
ensayos en pollos libres de patógenos específicos en los cuales se estudió la respuesta 
inmune y la capacidad protectora ante el virus de desafío.  
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 Se realizó un primer experimento en el cual se evaluó si la VP2 producida en 
plantas administrada por vía intramuscular era capaz de generar una respuesta inmune 
que protegiera a los pollos frente a una infección con IBDV. Este ensayo exploratorio 
demostró que la inoculación de 3 dosis del inmunógeno recombinante, conteniendo 12 
µg de VP2, formulado con adyuvante de Freund, generó una respuesta humoral 
específica, con capacidad neutralizante, que logró disminuir la infiltración de linfocitos T 
en la bursa, hecho que normalmente ocurre con la llegada y replicación de IBDV en este 
órgano (Gómez et al. 2013). En los ensayos subsiguientes observamos que la protección 
frente al desafió con IBDV fue lograda incluso con la administración parenteral de sólo 
dos dosis de 7,5 µg de VP2. Este esquema fue capaz de inducir una respuesta inmune 
protectora con altos niveles de anticuerpos específicos y neutralizantes que previno la 
entrada o replicación de IBDV en la bursa, evidenciado por los bajos títulos virales, la baja 
infiltración de linfocitos T y ausencia de daño en este órgano. Más aún, en nuestro grupo 
hemos observado que dosis tan bajas como 0,5 µg del inmunógeno recombinante son 
capaces de despertar una respuesta humoral específica (Richetta, comunicación 
personal). Además, no fue necesaria la formulación del inmunógeno con adyuvante para 
lograr la inmunoprotección contra IBDV. Se ha reportado que extractos de plantas, 
incluyendo N. benthamiana, son capaces de modular la diferenciación de monocitos en 
células dendríticas y su maduración, aunque la naturaleza química de los compuestos 
responsables de las propiedades inmunomoduladoras todavía no ha sido determinada 
(Stein et al. 2002, Bradley et al. 2003, Di Bonito et al. 2009). La ausencia de adyuvantes, 
que tienden a causar inflamación y ulceración en el sitio de inyección, así como la 
administración de pocas dosis, son características deseables en una vacuna ya que 
implican menos estrés al animal y menor costo al productor.  
Es importante resaltar la homogeneidad de los resultados obtenidos en todos los 
animales de los grupos inoculados intramuscularmente con el inmunógeno. En nuestro 
grupo hemos observado que la respuesta generada en los pollos ante vacunas 
recombinantes presenta alta variabilidad (Chimeno Zoth, comunicación personal), 
posiblemente debido a factores intrínsecos de las aves como animales de laboratorio. Las 
aves que utilizamos en los ensayos no tienen un mismo fondo genético, como sí lo tienen 
los ratones destinados a experimentación, ya que en el país no contamos con líneas 
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endocriadas de pollos. Este hecho explica parte de la variabilidad que se observa en los 
resultados y debe ser tenido en cuenta a la hora de diseñar el experimento. 
Varios autores han reportaron la facultad de VP2 recombinante producida en 
otros sistemas de generar una respuesta inmune capaz de proteger contra IBDV cuando 
la misma es inoculada por vía parenteral (Pitcovski et al. 2003, Omar et al. 2006, Rong 
et al. 2007, Su et al. 2011, Pradhan et al. 2012). La mayoría ha ensayado concentraciones 
altas del antígeno (entre 50 y 800 µg/dosis) con distintos grados de purificación y, 
generalmente, en presencia de adyuvante. Incluso en estas condiciones, no siempre se 
obtuvieron porcentajes de protección del 100 % como los que observamos en nuestro 
laboratorio. Sin embargo, es importante aclarar que en la mayoría de estos ensayos se 
utilizaron cepas de desafío más virulentas que las que se utilizaron en esta tesis. Debido 
a que en la Argentina no existen actualmente vvIBDV en circulación no podemos disponer 
de estas cepas para realizar las infecciones a menos que las mismas sean introducidas al 
país y contenidas en laboratorios de bioseguridad nivel 3. Dicha limitación, sumada a al 
hecho de llevar a cabo Buenas Prácticas de Bienestar Animal en nuestras investigaciones, 
son algunas de las razones por las cuales se pusieron a punto en nuestro laboratorio 
desafíos con altas dosis de cepas clásicas de IBDV de virulencia intermedia que pueden 
reproducir la infección minimizando el dolor y estrés del animal  (Chimeno Zoth et al. 
2017). De todos modos, sería interesante evaluar nuestro inmunógeno frente a cepas 
clásicas virulentas y linajes circulantes en la Argentina.   
 Con respecto a la vacunación por la vía de mucosas con VP2 producida en plantas, 
los resultados no fueron tan alentadores. Ninguno de los animales inmunizados con dos 
dosis de 7,5 µg del antígeno por vía intranasal u oral fueron capaces de despertar una 
respuesta inmune efectiva en pollos ya que no se observaron anticuerpos específicos ni 
estuvieron protegidos frente al desafío con IBDV. Una de las posibles razones por la cual 
no se obtuvieron resultados satisfactorios podría ser que la cantidad del antígeno no haya 
sido suficiente. Generalmente, la vacunación por vía de mucosas requiere de mayor 
cantidad de proteína que la vacunación parenteral para generar el mismo nivel de 
respuesta inmune (Rose et al. 1999, Gerber et al. 2001, Thanavala et al. 2005). Al repetir 
el experimento utilizando una mayor concentración del inmunógeno por vía oral (dos 
dosis de 60 µg) se obtuvieron resultados heterogéneos. Dos animales de seis resultaron 
parcial o totalmente protegidos contra el desafío y solamente uno de ellos desarrolló una 
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respuesta humoral. A pesar de que dos dosis orales no fueron suficientes para despertar 
una respuesta inmune, sí se demostró que esta vía es efectiva cuando es administrada 
como refuerzo luego de una inmunización intramuscular ya que todos los animales 
vacunados con este esquema resultaron protegidos luego del desafío, observándose 
resultados similares a los obtenidos en aquellos animales que recibieron dos dosis del 
antígeno por vía im.  
VP2 ha sido ensayada como inmunógeno por la vía oral en investigaciones previas 
con resultados variables. Animales inoculados con 5 dosis de extracto crudo de hojas de 
A. thaliana transgénicas que expresaban VP2, si bien presentaron títulos bajos de 
anticuerpos, mostraron 80 % de protección frente a un desafío con una cepa variante de 
IBDV medido a través de la relación peso bursa/peso corporal (Wu et al. 2004b). Este 
resultado es bastante sorprendente debido a que el porcentaje de protección obtenido 
por esta vía fue mayor al logrado con el mismo esquema de inmunización por vía 
subcutánea (60 %). Consistentemente con nuestros resultados, estos autores observaron 
que el mayor nivel de protección fue logrado cuando una dosis oral de extracto crudo fue 
administrada como refuerzo, aunque en este caso, la primera inmunización fue con una 
vacuna comercial viva (Wu et al. 2004b). Por otro lado, pollos alimentados con 1, 3 o 5 g 
de arroz que expresa VP2 a 0, 7, 14 y 21 días montaron una respuesta inmune específica 
dosis dependiente. Aquellos animales alimentados con 5 g de arroz conteniendo 
aproximadamente 10 mg de VP2 presentaron los niveles más altos de anticuerpos y de 
protección (83,3 %) medido como el porcentaje de pollos con bursas con score=0 luego 
del desafío con una cepa muy virulenta de IBDV (Wu et al. 2007). VP2 también fue 
evaluada por la vía oral a través de la administración de 4 dosis de Pichia pastoris que 
expresaba la proteína viral. Dosis de 400 µg o 4 mg de VP2 indujeron una respuesta 
inmune protectora contra IBDV que aumentó el porcentaje de supervivencia (entre el 60 
y el 100 %) comparado con el grupo control (40 %) luego del desafio, aunque no se 
observó presencia de anticuerpos específicos en ninguno de los animales vacunados. Los 
niveles de protección obtenidos no fueron necesariamente dosis dependiente y, en 
algunos casos, la formulación con un adyuvante oral contribuyó a mejorar los mismos. 
También se evaluó la capacidad protectora de SVP purificadas a partir de las levaduras 
recombinantes por la vía oral lográndose niveles de protección del 100% con la 
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administración de 4 dosis de 500 ug de particulas, independientemente de la adición de 
adyuvante (Taghavian et al. 2013).   
Estos estudios demuestran que VP2 es resistente a la degradación estomacal basado 
en el hecho de que fue capaz de invocar una respuesta inmune. Sin embargo, las 
cantidades de antígeno empleado en estos reportes, excepto en el extracto crudo de A. 
thaliana donde es difícil determinar la concentración utilizada debido a que el manuscrito 
no lo especifica con claridad, fueron entre 15 y 300 veces más que las evaluadas en 
nuestros estudios. Por lo tanto, no descartamos la posibilidad de que una mayor masa de 
nuestro antígeno sea necesaria para poder observar una respuesta inmune homogénea. 
Otra alternativa para reforzar la respuesta obtenida, es adicionar un adyuvante apropiado 
para la vía oral para que las dosis de inmunógeno empleadas sean efectivas (Zhang et al. 
2007, Lei et al. 2011, Taghavian et al. 2013, Zhai et al. 2014). Actualmente estamos 
llevando a cabo un ensayo en colaboración con la Dra. Juliana Cassataro en el cual nuestro 
inmunógeno está siendo coadministrado con la proteína U-Omp 19 de Brucella, que ha 
demostrado tener propiedades adyuvantes por la vía oral (Pasquevich et al. 2010). 
La inmunización intranasal u oculonasal en pollos es mayormente utilizada con 
vacuas vivas atenuadas o vectorizadas (Nayak et al. 2009, Svindland et al. 2012, Zhao 
et al. 2012); sin embargo, hay algunos pocos estudios en los cuales se utiliza vacunas 
proteicas a subunidad o vacunas inactivadas administradas por esta vía. La inoculación 
intranasal de la outer membrane protein H (rOmpH) expresada en bacterias fue ensayada 
como un potencial candidato vacunal para la cólera aviar en pollos (Thanasarasakulpong 
et al. 2015). Una inoculación de 50 µg de rOmpH adyuvada con enterotoxina B de E. coli 
o con oligodeoxinucletidos CpG montaron una respuesta de anticuerpos IgY e IgA que 
confirió 70 y 90 % de protección respectivamente. Otro estudio demostró que la 
administración nasal del virus de la enfermedad de Newcastle inactivado indujo una 
respuesta humoral local que protegió a las aves de un desafío letal con una cepa virulenta. 
La adición de la subunidad B de la toxina colérica a la vacuna inactivada aumentó los 
títulos de anticuerpos y las tasas de protección (Takada y Kida 1996). Al igual que con la 
vía oral, creemos que para lograr el estado de protección deseado contra IBDV, son 
necesarias mayores cantidades del antígeno, aunque esta vía presenta una importante 
limitación en el volumen que puede ser administrado, y/o la formulación del inmunógeno 
con un adyuvante adecuado, ya que usualmente se precisa la adición de 
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inmunomoduladores para generar una respuesta inmune de mucosas robusta (Zaman 
et al. 2013).  
En suma, estos resultados demuestran que el extracto crudo de planta conteniendo 
VP2 es capaz de generar una sólida respuesta protectora frente a IBDV cuando es 
inoculado por vía intramuscular; y nos alientan a seguir trabajando en la dosificación y 
formulación del antígeno para ser administrado por vía de mucosas.  
 
5.3 NUEVO CANDIDATO VACUNAL PARA GALLINAS DE PRODUCCIÓN  
Al igual que con las vacunas inactivadas, en general, las vacunas proteicas a 
subunidad requieren de más de una inoculación para generar una respuesta inmune 
protectora. Esto es una desventaja en comparación con vacunas replicativas como las 
atenuadas, las vectorizadas y los complejos inmunes que pueden inducir una fuerte 
inmunidad en pollos con una sola dosis. Sin embargo, consideramos que puede ser 
beneficioso el uso de una vacuna a subunidad como refuerzo en animales que fueron 
primados con una vacuna viva o vectorizada (Richetta et al. 2017). Por esta razón 
ensayamos la efectividad de nuestro inmunógeno como alternativa a las vacunas 
inactivadas utilizadas tradicionalmente en las gallinas de producción previo al periodo de 
postura.  
Con este fin se utilizaron gallinas ponedoras de la raza Plymouth Rock Barrada de 
18 semanas de edad que habían recibido previamente dos dosis de vacuna viva atenuada 
contra IBDV según el esquema clásico de vacunación. Nuestro inmunógeno resultó igual 
de efectivo que la vacuna inactivada en reforzar la respuesta humoral anti VP2 en las 
gallinas inoculadas aumentando significativamente los niveles de anticuerpos específicos 
durante al menos 9 semanas. Incluso a las 28 semanas post inoculación, los títulos de 
anticuerpos de ambos grupos resultaron ser significativamente más altos que los del 
grupo que no recibieron ningún refuerzo. Estos resultados son consistentes con el 
obtenido por Fahey y col. (1991) donde gallinas que fueron primadas con vacuna viva e 
inoculadas 12 semanas después con 45 µg de VP2 producida en levaduras formulado con 
adyuvante de Freund incompleto, desarrollaron títulos altos de anticuerpos específicos y 
neutralizantes. Los niveles de anticuerpos alcanzaron su título máximo a las 2 semanas 
post refuerzo y se mantuvieron elevados al menos 11 semanas. En otro ensayo, gallinas 
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de 23 semanas, que habían sido inoculadas con vacuna comercial inactivada a las 2 
semanas de edad, fueron inmunizadas con 50 µg de VP2 recombinante producida en 
baculovirus (rVP2) formulado con adyuvante de Freund completo y sangradas a distintos 
tiempos post refuerzo. Los niveles de anticuerpos específicos fueron similares a los de las 
gallinas que recibieron una vacuna comercial inactivada como refuerzo en todos los 
tiempos evaluados, alcanzando su máximo valor a los 10 días post vacunación. Aunque 
los mismos fueron disminuyendo hacia el día 70, siempre se mantuvieron elevados con 
respecto a los de aquellas aves que no recibieron refuerzo (Yehuda et al. 2000). Todos 
estos datos junto con nuestros resultados, demuestran que una dosis de VP2 
recombinante (entre 45 y 60 µg) es efectiva para reforzar la repuesta humoral de gallinas 
previamente vacunadas durante al menos 9-11 semanas, lográndose resultados 
equivalentes a los obtenidos con las vacunas inactivadas utilizadas habitualmente. 
Incluso, en el caso de nuestro inmunógeno, no es necesaria la adición de adyuvante para 
generar esta respuesta.  
A su vez, los anticuerpos maternos transferidos a la progenie de los grupos de 
gallinas inoculadas con el inmunógeno recombinante tuvieron una cinética y títulos 
similares a los del grupo vacuna comercial, mientras que los anticuerpos maternos 
transferidos del grupo que no recibió refuerzo tuvieron títulos menores en todos los 
tiempos evaluados y decayeron más rápido. Incluso, los títulos de anticuerpos de los 
pollitos del grupo VP2 resultaron ser más homogéneos que los del grupo vacuna 
inactivada a los 7 días, meta que se persigue con la inmunización de las gallinas previo al 
periodo de postura (Eidson et al., 1982). A los 14 días post nacimiento más del 70 % de 
los pollitos proveniente de las gallinas vacunadas con VP2 resultaron positivos para la 
presencia de anticuerpos específicos, los cuales fueron desapareciendo en su mayoría 
hacia el día 21. A las 4 semanas de vida ya no se encontraban anticuerpos maternales 
circulantes en ningún animal. Resultados similares fueron observados por Yehuda y col 
(2000) donde midieron los niveles de anticuerpos maternos en la progenie de gallinas 
inoculadas con rVP2 durante 3 semanas. En todos los tiempos evaluados éstos resultaron 
ser significativamente mayores a los de la descendencia de animales que no recibieron 
refuerzo, aunque se produjo una reducción significativa de los mismos entre los 10 y 20 
días de edad. Estas cinéticas son consistentes con las observadas tanto en nuestro grupo 
vacuna inactivada como en numerosos reportes donde se describe la progresión de 
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anticuerpos maternos en la progenie de gallinas de producción (Ahmed y Akhter 2003, 
Moraes et al. 2005, Gharaibeh y Mahmoud 2013).  
 Por otro lado, se quiso evaluar si los niveles de anticuerpos de la descendencia de 
los distintos grupos eran capaces de proteger a los animales frente a un desafío con IBDV. 
Sin embargo, no pudimos realizar este ensayo de forma adecuada ya que no encontramos 
una dosis de virus que infectase los pollitos. Si bien utilizamos una cepa de campo 
virulenta que era capaz de causar daños severos en la bursa de pollos SFP de 2 semanas 
de edad, la misma no logró infectar a los animales de la raza negra INTA, 
independientemente de la presencia de anticuerpos maternos. Se ha reportado que 
existen diferencias en la susceptibilidad de distintas razas de pollos frente a IBDV, siendo 
la raza White Leghorn, a la cual pertenecen los animales SPF, una de las más afectadas 
por este virus (Santivatr 1980, Bumstead et al. 1993). Esto resalta la importancia de poner 
a punto las dosis de infección para cada experimento según la cepa viral utilizada y la raza 
y edad de los pollos que serán desafiados.  
Si bien es necesario volver a repetir el ensayo de desafío en los pollitos BB, los 
resultados obtenidos hasta el momento respecto a la inmunidad pasiva indicarían la 
efectividad y posible utilización de nuestro inmunógeno como refuerzo previo a la 
postura en gallinas de producción.  
 
5.4 FACTIBILIDAD DE LAS VACUNAS BASADAS EN PLANTAS EN EL MERCADO 
Desde su aparición hace ya casi tres décadas, el estudio en molecular farming ha 
experimentado una especie de montaña rusa. El desarrollo y refinamiento de las 
tecnologías para la expresión estable y transitoria en plantas, junto con la aplicación de 
estos enfoques a una amplia variedad de moléculas producidas en diversas especies 
modelo y de cultivo, han sido reflejados en una oleada de literatura y patentes (Daniell 
et al. 2015). Sin embargo, a pesar de estos avances, una combinación de rendimientos 
no competitivos en plantas transgénicas nucleares, capital limitado para ampliación y 
desarrollo de productos clínicos, preocupaciones regulatorias sobre la producción de 
campo y la necesidad de adaptar la tecnología para ajustarse a los rigurosos requisitos de 
reproducibilidad y estandarización para vacunas y productos terapéuticos, resultó en la 
reducción o finalización de la mayoría de los esfuerzos comerciales. No obstante, la 
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investigación básica y aplicada en esta área sigue manteniéndose a flote en laboratorios 
académicos y en la industria debido a su potencial a largo plazo para combatir 
enfermedades a un costo reducido en países en desarrollo (Daniell et al. 2015). 
En este sentido, la industria veterinaria parecería ser el nicho más apropiado para 
la explotación de las vacunas basadas en plantas, especialmente en países en vías de 
desarrollo. La necesidad de mejorar la productividad del ganado y aves de corral, y la 
preocupación actual por la aparición de resistencia antimicrobiana asociada con la 
producción animal, exige nuevos productos como vacunas y terapéuticos de bajo costo 
(Pérez Aguirreburualde et al. 2016). Mientras que muchos grupos han experimentado 
con la expresión de antígenos de patógenos humanos en las plantas, son los 
investigadores que trabajan con modelos y patógenos animales quienes han podido llevar 
a cabo ensayos de inmunogenicidad y desafíos y demostrar las pruebas de eficacia más 
convincentes para las vacunas producidas en plantas tanto para versiones orales como 
inyectables (Rybicki 2010, Liew y Hair-Bejo 2015). Por otro lado, el proceso regulatorio 
para la aprobación de vacunas veterinarias suele ser más sencillo y corto que para 
aquellas que están destinadas para humanos (Liew y Hair-Bejo 2015). Por estas razones 
es fácil entender por qué la primera vacuna aprobada y producida en plantas haya sido 
una vacuna inyectable para aves de corral contra la enfermedad de Newcastle. Esta 
vacuna fue producida en una línea celular de tabaco en suspensión y registrada y 
aprobada por el Departamento de Agricultura de EE.UU. (USDA) pero nunca fue 
comercializada. La razón es que aparentemente la compañía, Dow AgroScience, quería 
“demostrar que su sistema ConcertTM Plant-Cell-Produced system era capaz de producir 
una vacuna segura y efectiva que cumpliera todos los requerimientos para su aprobación 
bajo los rigurosos estándares del sistema regulatorio de la USDA” (Rybicki 2009). Si bien 
la licencia de esta primera vacuna hace 10 años tenía como objetivo allanar el campo, 
desde entonces no ha aparecido otra vacuna veterinaria producida en plantas en el 
mercado.  
La introducción de cualquier innovación tecnológica en una industria 
conservadora no es una tarea sencilla. La industria de vacunas veterinarias tradicionales 
no es una excepción, particularmente porque es un mercado más chico que en general 
tiene un margen de ganancia más estrecho que la industria farmacéutica humana 
(Knight-Jones et al. 2013). Si bien las enfermedades de los animales de producción 
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pueden tener costos tanto directos como indirectos, cualquier intervención diseñada 
para controlar esas enfermedades debe ser rentable. Esto significa que no es suficiente 
demostrar la inmunogenicidad de una nueva vacuna para probar su viabilidad, sino que 
también es necesario generar evidencia complementaria de su rentabilidad (Pérez 
Aguirreburualde et al. 2016).  
En nuestro grupo de trabajo creemos que las vacunas veterinarias basadas en 
plantas tienen el potencial de dar respuesta a los desafíos que la salud animal presenta 
hoy, cumpliendo con los requerimientos de efectividad y rentabilidad al mismo tiempo 
y, por lo tanto, vale la pena continuar explorando esta área. Un ejemplo que ilustra este 
pensamiento es el proyecto AVIAMED para la prevención y control de enfermedades 
virales aviares para el área Mediterranea con vacunas producidas en plantas. Este 
proyecto que comenzó en el 2016 tiene una duración de 3 años e involucra a un 
consorcio formado por institutos de Italia, Egipto y Marruecos. El objetivo general del 
proyecto es establecer instrumentos innovadores para la prevención y el diagnóstico 
de la enfermedad de Gumboro y de la enfermedad de Newcastle utilizando plantas 
como biofábricas. Sería interesante poder plantear un consorcio similar con países de 
America Latina, especialmente con Brasil donde la avicultura es una actividad 
productiva sumamente importante, para el desarrollo de vacunas aviares de bajo costo 
producidas en plantas. 
Aún queda un largo camino por recorrer desde la evaluación de nuestro 
inmunógeno recombinante en el laboratorio hasta la obtención de una vacuna para IBDV 
producida en planta. Es necesario llevar a cabo más pruebas de seguridad y eficacia, así 
como definir si es necesario algún grado de purificación y/o formulación del candidato 
vacunal para que el mismo sea aprobado por los entes regulatorios. Por otro lado, como 
se mencionó anteriormente, es fundamental hacer un análisis económico que demuestre 
la rentabilidad de este candidato vacunal tanto para su producción como para su 
aceptación en el mercado. No obstante, consideramos que nuestro inmunógeno 
recombinante es una alternativa atractiva a las vacunas inactivadas y que podría ser de 
fácil adopción en el campo veterinario. 
 
Conclusiones 
 96 
 
6. CONCLUSIONES 
A partir de este trabajo de tesis se concluye que: 
 
✓ La proteína VP2 se expresa eficientemente en Nicotiana benthamiana conservando 
sus epitopes antígenicos y su capacidad de autoensamblarse formando partículas 
subvirales.  
 
✓ El empleo del extracto de planta conteniendo VP2 como inmunógeno por vía 
parenteral y sin necesidad de adyuvante, genera una respuesta inmune humoral de 
altos títulos de anticuerpos específicos y neutralizantes, capaz de proteger a pollos 
SPF frente al desafío con IBDV. 
 
✓ La inoculación del inmunógeno recombinante por la vía de mucosas, en las 
condiciones estudiadas, no es capaz de generar una respuesta inmune protectora 
contra IBDV, a menos que sea administrado como refuerzo luego de una primera 
inmunización intramuscular.   
 
✓ El inmunógeno recombinante es efectivo como refuerzo en gallinas reproductoras ya 
que aumenta los niveles de anticuerpos específicos contra VP2 que son transmitidos 
a la descendencia con títulos y cinéticas similares a los logrados con una vacuna 
inactivada comercial. 
 
✓ Las plantas de Nicotiana benthamiana constituyen una plataforma con gran potencial 
para la producción de un candidato vacunal que representa una alternativa segura y 
económica a las vacunas tradicionales para la enfermedad infecciosa de la bursa.  
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